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La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad crónica, inflamatoria y neurodegenerativa, mediada 
por el sistema inmune que se caracteriza por la presencia de inflamación, desmielinización y daño 
axonal en el sistema nervioso central (SNC). Debido a que los tratamientos actuales en EM, son 
parcialmente efectivos por carencia de mecanismos de remielinización y regeneración, aparecen 
las terapias celulares con células madre mesenquimales (CMM) con un importante potencial de 
neuroprotección y reparación. Los resultados obtenidos en estudios in vivo en el modelo murino de 
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), han justificado varios ensayos clínicos para 
explorar el uso de CMM autólogas en EM. Sin embargo, aun existe controversia en cuanto a si las 
CMM de pacientes de EM presentan las mismas características fenotípicas y funcionales que las 
de controles sanos, y nunca se ha probado el potencial terapéutico en EAE de las CMM de 
pacientes de EM in vivo. Por otra parte, se ha observado que el sistema endocannabinoide (SEC) 
desempeña un papel importante en la regulación de la respuesta inmune en el SNC. Varios 
estudios experimentales en EAE, han demostrado que los cannabinoides presentan propiedades 
inmunorreguladoras, neuroprotectoras y remielinizadoras; sin embargo, la información que aporta 
la literatura sobre la expresión del SEC en las CMM humanas, es escasa y no concluyente; 
asimismo, no existen estudios con CMM de pacientes de EM. En este trabajo hemos analizado las 
características fenotípicas y funcionales de las CMM de controles sin enfermedad autoinmune, y 
pacientes de EM. También, hemos estudiado el SEC en dichas células y evaluado el efecto de los 
cannabinoides in vitro. Para lograr los objetivos, se obtuvieron CMM de médula ósea de pacientes 
y de controles, se caracterizaron por citometría de flujo y se expandieron para valorar su capacidad 
de transformación en líneas adiposa, cartilaginosa y ósea. Además, se analizó su capacidad 
antiproliferativa sobre células T estimuladas, se midió su efecto sobre la producción de citoquinas 
Th1 y Th2; y se valoró la producción del factor neurotrófico NGF, en cultivo. Por otra parte, se 
valoró la potencia supresora de las CMM de controles y pacientes en el modelo murino de EAE, 
tanto clínica como histológicamente. Finalmente, se caracterizaron los receptores de cannabinoides 
CB1 y CB2 en las CMM de controles y pacientes; y se analizó la respuesta in vitro de las CMM al 
tratamiento con cannabinoides endógenos y exógenos. En nuestros resultados observamos 
características fenotípicas y funcionales, in vitro, similares en las CMM de pacientes de EM y 
sujetos control. Por primera vez, se demuestra que las CMM de pacientes de EM disminuyen la 
EAE, reduciendo los signos clínicos y los aspectos histológicos más relevantes (inflamación, 
desmielinización y daño axonal), del mismo modo que las CMM de controles. Además, detectamos 
la presencia del SEC en las CMM de controles y pacientes de EM y mostramos que el tratamiento 
de las CMM con diferentes cannabinoides, no modifica su respuesta in vitro. Esta investigación 
aporta datos que apoyan el uso de CMM autólogas en el tratamiento de la EM, y aporta información 
hasta ahora desconocida sobre el SEC y el efecto del tratamiento con cannabinoides en las CMM 
de controles y pacientes de EM.  
ABSTRACT 
Multiple sclerosis (MS) is a chronic disorder mediated by the immune system characterized by the 
presence of inflammation, demyelination and axonal damage in the central nervous system (CNS). 
Current therapy for MS is partially effective as it has no effect on remyelination and regeneration 
mechanisms. Stem cell therapies whith mesenchymal stem cells (MSC) have significant potential for 
neuroprotection and regeneration. The results obtained in vivo studies, in the mouse model of 
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), have justified several clinical trials to explore 
the use of autologous MSC in MS. However, there is still controversy about whether the CMM of MS 
patients have the same phenotypic and functional characteristics of healthy controls; and it has 
never been tested their therapeutic potential in EAE. Moreover, it has been observed that the 
endocannabinoid system (ECS) plays an important role in regulating the immune response in the 
CNS. Experimental studies in EAE, have shown that cannabinoids have immunoregulatory, 
neuroprotective and remyelination properties; however, the information provided by the literature on 
the expression of the ECS in human MSC, is scarce and inconclusive. Also, there are no studies of 
MS patients MSC. In this study, we analyzed the phenotypic and functional characteristics of the 
MSC without autoimmune disease controls and MS patients. We have also studied the ECS in 
these cells and evaluated the in vitro effect of cannabinoids. To achieve the objectives, MSC of 
patients and controls were isolated, characterized by flow cytometry and expanded to assess their 
ability to transform into fat, cartilage and bone lines. Moreover, their antiproliferative capacity on 
stimulated T cells was analyzed, its effect on the production of Th1 and Th2 cytokines were 
measured; and NGF neurotrophic factor production in culture was assessed. Moreover, the 
suppressive capacity of the CMM controls and patients in the mouse model of EAE, both clinically 
and histologically assessed. Finally, the CB1 and CB2 receptors were characterized in the MSC 
controls and patients; and the in vitro response of the MSC to treatment with exogenous and 
endogenous cannabinoid was analyzed. We have observed phenotypic and functional 
characteristics, in vitro, similar to the MSC of MS patients and control subjects. For the first time, we 
demonstrated that MSC from MS patients improves EAE, reducing clinical signs and the most 
relevant histological aspects (inflammation, demyelination and axonal damage), just as the MSC 
controls. In addition, we detected the presence of the ECS in the MSC controls and MS patients and 
showed that treatment of MSC with different cannabinoids; modify its response in vitro. This study 
provides data to support the use of autologous MSC in the treatment of MS, and provides 
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1. ACRÓNIMOS Y ABREVIATURAS 





1. ACRÓNIMOS Y ABREVIATURAS 
 
EM: Esclerosis Múltiple 
SNC: Sistema Nervioso Central 
MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex) 
MBP: Proteína Mielínica Básica (Myelin Basic Protein) 
MOG: Glicoproteína Mielínica de Oligodendrocitos (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein) 
PLP: Proteína Proteolipídica (Proteolipid Protein) 
SNP: Sistema Nervioso Periférico 
CMM: Células Madre Mesenquimales 
EAE: Encefalomielitis Autoinmune experimental (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) 
RR: Esclerosis Múltiple Remitente Recurrente 
SP: Esclerosis Múltiple Secundariamente Progresiva 
PP: Esclerosis Múltiple Primariamente Progresiva 
PR: Esclerosis Múltiple Progresiva Recurrente 
TCR: Receptor de la Célula T (T Cell Receptor) 
BHE: Barrera Hematoencefálica  
IFN: Interferón  
TNF: Factor de Necrosis Tumoral (Tumor Necrosis Factor)  
ADN: Ácido Desoxirribonucleico 
ARN: Ácido Ribonucleico 
ARNm: Ácido Ribonucleico Mensajero 
GA: Acetato de Glatirámero (Glatiramer Acetate) 
LCR: Líquido Cefalorraquídeo 
LT: Linfotoxinas 
IL: Interleuquina  
NO: Óxido Nítrico (Nitric Oxide) 




Treg: Células T Reguladoras  
NK: Células Citotóxicas Naturales (Natural Killer Cells) 
IDO: Indoleamina Dioxigenasa (Indoleamine-Deoxygenase) 
TGF- β: Factor de Crecimiento Transformante Beta β (Transforming-Growth Factor β) 
PGE2: Prostaglandina E2  
UFC: Unidades Formadoras de Colonias 
TLR: Receptores Tipo Toll (Toll-Like Receptors) 
i.v: Vía Intravenosa 
i.p: Vía Intraperitoneal 
i.cv: Vía Intracerebroventricular 
i.t: Vía Intratecal 
Δ9-THC: Δ9 Tetrahidrocannabidiol 
CB1: Receptor de Cannabinoides 1 (Cannabinoid Receptor Type 1) 
CB2: Receptor de Cannabinoides 2 (Cannabinoid Receptor Type 2) 
CBD: Cannabidiol 
PPAR: Receptor Activado por Proliferadores Peroxisomales (Peroxisome Proliferator               
Activated Receptor) 
GPR55: Receptor Acoplado a Proteina G 55 (G Protein Coupled Receptor 55) 
SEC: Sistema Endocannabinoide 
eCBs: Endocannabinoides 
AEA: N-Araquidonil-Etanolamida o Anandamida 
2-AG: 2-Araquidonilglicerol 
FAAH: Amidohidrolasa de Ácidos Grasos (Fatty Acid Amide Hydrolase) 
WIN: WIN55,212-2 
GMP: Buenas Prácticas de Fabricación (Good Manufacturing Practice) 
SAFC: Suero Fetal Bovino Australiano (Serum Australian Fetal Calf) 
EDTA: Ácido Etildiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic Acid) 
PBS: Buffer Fosfato Salino (Phosphate Buffered Saline) 




HBSS: Solución Salina Equilibrada de Hank (Hanks' Balanced Salt Solution) 
ACK: Tampón de Lisis  Amoniaco-Cloruro-Potasio (Ammonium-Chloride-Potassium Lysing Buffer) 
DMEM: Medio Eagle Modificado por Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 
SBF: Suero Fetal Bovino (Serum Bovine Fetal) 
PBMC: Células Mononucleares de Sangre Periférica (Peripheral Blood Mononuclear Cells) 
DMSO: Dimetilsulfóxido (Dimethyl Sulfoxide) 
BSA: Albumina de Suero Bovino (Bovine Serum Albumin) 
HA: Hidroxiapatita Inorgánica 
MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5- Difenil Bromuro de Tetrazolio ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Dipheniltetrazolium Bromide)) 
ELISA: Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 
NGF: Factor de Crecimiento Nervioso (Nerve Growth Factor) 
CFA: Adyuvante Completo de Freund (Complete Freund´s Adjuvant) 
IFA: Adyuvante Incompleto de Freund (Incomplete Freund´s Adjuvant) 
DPI: Días Post Inmunización 
TxP: Toxina Pertussis 
O.C.T: Temperatura de Corte Óptima (Optimal Cutting Temperature) 
UPL: Sondas Universal Probe Library 
GAPDH: Gliceraldehido-3-Fosfato Deshidrogenasa (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) 
SDHA: Complejo Succinato Deshidrogenasa, Subunidad A (Succinate Dehydrogenase Complex 
Subunit A) 
EDSS: Escala Expandida del Estado de Discapacidad (Expanded Disability Status Scale) 
ARR: Tasa Anualizada de Recaídas (Accounting Rate of Return) 
IMF: Intensidad Media de Fluorescencia 




























2.1 ESCLEROSIS MÚLTIPLE 
La esclerosis múltiple (EM) es un trastorno crónico, inflamatorio y neurodegenerativo, mediado por 
el sistema inmune que se caracteriza por la presencia de inflamación, desmielinización y daño 
axonal en el sistema nervioso central (SNC) (Compston et al 2008). La EM fue descrita por primera 
vez en 1868 por Jean Martin Charcot, a partir del análisis patológico post-mortem de sus pacientes. 
Se trata de la principal causa de discapacidad neurológica entre gente joven en América del Norte 
y Europa (Noseworthy et al 2000) convirtiéndose en la principal causa de discapacidad en jóvenes 
adultos tras los traumatismos. Un 70% de los casos se inician entre los 20 y 40 años de edad, 
siendo la incidencia de dos a tres veces mayor en mujeres que en hombres. Los últimos estudios 
de epidemiología realizados en España han mostrado un aumento en los índices de prevalencia, 
alrededor de 100 casos/100.000 habitantes (Carreon-Guarnizo E et al 2016). En el norte de 
Europa, esta prevalencia es aún mayor con valores de 100-200 casos/100.000 habitantes 
(Compston et al 2008). 
La causa de la EM es aún desconocida. Se considerada una enfermedad mediada por el sistema 
inmunitario que desencadena un ataque dirigido contra las vainas de mielina del SNC. Muchos 
estudios epidemiológicos sugieren que factores genéticos y medioambientales pueden tener un 
papel importante en la susceptibilidad a sufrir EM, sin descartar la acción de agentes infecciosos, 
probablemente infecciones virales (Noseworthy et al 2000; Frohman et al 2006). 
Estudios epidemiológicos y demográficos describen la importancia de los factores genéticos en la 
iniciación y/o perpetuación de la EM. Aunque la asociación más fuerte y mejor caracterizada es la 
descrita para los genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), existen otros genes 
como los del receptor de la célula T (TCR), citoquinas y sus receptores, receptores de la región 
constante de las inmunoglobulinas (FcR), quimioquinas y sus receptores o el gen de la 
apolipoproteína E (Apo-E) que también se han implicado en el desarrollo y la progresión de la 
enfermedad (Huang et al 2000; Arimilli et al 2000). La prevalencia de EM presenta una variación 
geográfica cuya causa no está muy clara, pero podría relacionarse, en parte, por la dotación 
genética característica de cada área geográfica. 
La exposición a agentes infecciosos durante la infancia-adolescencia también se ha considerado 
como un factor de riesgo importante para el desarrollo de la enfermedad. Diferentes agentes 
patógenos como los retrovirus, herpesvirus fundamentalmente el virus Epstein-Barr, podrían ser un 
factor etiológico importante en la patogenia de la EM. 
Hay datos que indicarían una influencia importante de las hormonas en la patogenia de esta 
enfermedad. La mayor afectación de las mujeres respecto a los hombres, se podría atribuir a 





se ha observado que durante el embarazo el número de brotes clínicos de la enfermedad está 
significativamente reducido, durante el puerperio aumenta el riesgo de presentar un brote clínico 
(Confavreux et al 1999). Por otro lado, existen evidencias experimentales de que el estrés también 
tiene un impacto importante en el curso de la enfermedad (Heneka et al 2001). 
Finalmente, se ha presentado el potencial inmunológico como la principal diferencia entre pacientes 
con EM y la población sana. En este sentido, los pacientes con EM tienen una inmunorregulación 
deficiente lo que podría ser la responsable de la enfermedad (Huang et al 2001). 
Numerosos antígenos candidatos se han implicado en la patogenia de la EM, pero no existen 
evidencias de que un único antígeno sea el responsable del desarrollo de la respuesta inmunitaria 
de la EM. De la estructura de la mielina derivan los principales antígenos que podrían inducir la 
respuesta autoinmune característica de la EM, destacando la proteína mielínica básica (MBP), la 
proteína proteolipídica (PLP) y la glicoproteína mielínica de los oligodendrocitos (MOG)  además de 
estructuras no proteicas de la mielina como los gangliósidos (Sadatipour et al 1998). Sin embargo, 
se han descrito otros antígenos candidatos no relacionados con la mielina como la proteína 
astroglial S100 (Kojima et al 1994) o la proteína de choque térmico B-cristalina (van Noort et al 
1995).  
La EM es una enfermedad heterogénea en la que los síntomas clínicos son muy variables. El 
paciente puede presentar cualquier síntoma de disfunción del SNC, y en casos excepcionales, 
también del sistema nervioso periférico (SNP). Los síntomas más comunes son: alteraciones de la 
sensibilidad (parestesia), deficiencias visuales causadas por neuritis óptica, temblor, fatiga, 
trastorno de los esfínteres, pérdida de la coordinación, debilidad muscular y espasticidad. Los 
signos clínicos vienen determinados por el lugar y la extensión de las lesiones (placas 
desmielinizantes) presentes en el SNC (Noseworthy et al 2000). Es una enfermedad que se 
caracteriza por la presencia de brotes clínicos (déficits neurológicos focales) como consecuencia 
de una lesión desmielinizante. Los brotes se clasifican según afecten a uno o varios sistemas en 
monofocales y polifocales. 
Según el modo de inicio y la progresión de la enfermedad se han descrito distintos subgrupos 
clínicos (Lublin y Reingold 1996) que se recogen en el esquema 1. La mayoría de los pacientes 
(80%) desarrollan un curso clínico remitente-recurrente (RR) que se caracteriza por la aparición de 
brotes clínicos, que indican que un nuevo proceso inflamatorio está ocurriendo, separado por 
periodos de remisión parcial o total de los síntomas. Después de un periodo de tiempo variable, 
cerca de la mitad de estos pacientes, desarrollan una forma progresiva de la enfermedad no 
relacionada con brotes denominada secundariamente progresiva (SP). Existe un grupo pequeño de 
pacientes (10-15%) que desarrollan un curso progresivo de la enfermedad desde el inicio, sin la 
presencia de brotes clínicos, que recibe el nombre de primariamente progresiva (PP). Además, 
algunos autores, definen una cuarta forma clínica, con un curso progresivo recurrente (PR), que se 





donde los períodos entre brotes se caracterizan por una progresión continúa de los signos clínicos 















Esquema 1: Tipos de EM según el modo de inicio y progresión de la enfermedad. 
 
Es importante mencionar que en cuanto a la clasificación de los tipos de EM, actualmente existe un 
mayor conocimiento de la enfermedad y su patología; por lo que se ha propuesto una nueva 
clasificación de los fenotipos de EM (Lublin 2014) que correlaciona imágenes y bilogía, 
aproximándose mejor a la realidad clínica de la enfermedad. En este trabajo la clasificación se 
realiza en función de la actividad, bien clínica (brotes) o de neuroimagen (nuevas lesiones en 
resonancia magnética) y de la progresión, distinguiéndose dos categorías principales, formas con 
brotes y formas progresivas. Las primeras engloban el síndrome clínico aislado y la forma RR 
clásica y pueden ser activas o inactivas. Las formas progresivas incluyen aquellas que lo son 
desde el principio (EMPP) y las que lo son después de inicio recidivante (EMSP) y pueden 
asociarse a actividad y progresión, a actividad solamente, a progresión sin actividad, o ser inactivas 
sin progresión significativa. 
La EM es una enfermedad inflamatoria y desmielinizante del SNC cuya neuropatología incluye 
degeneración axonal, pérdida de oligodendrocitos y la subsiguiente inducción de áreas 
desmielinizadas e hipocelulares bien delimitadas (Frohman et al 2006).  
Las características patológicas de la enfermedad incluyen: inflamación perivascular mononuclear 
(linfocitos T, macrófagos/microglía), desmielinización acompañada de una pérdida variable de 
axones durante la fase crónica y grados variables de remielinización, daño relativo axonal y/o 





et al 1998). Las placas pueden desarrollarse en cualquier parte de la sustancia blanca siendo los 
nervios ópticos, el tronco cerebral, cerebelo y la médula espinal, las regiones más frecuentes.  
Si bien la EM es una entidad clínica bien descrita (Shi et al 2014), su etiología sigue siendo 
desconocida por lo que el estudio de la patogenia tiene un gran interés en la búsqueda de las 
causas de la enfermedad. 
Los mecanismos patogénicos que se suceden en la EM se pueden dividir en: 
 
-  Activación de linfocitos T reactivos frente a componentes de la mielina; 
- Infiltración focal de linfocitos T y macrófagos en la sustancia blanca del SNC; 
- Daño tisular: desmielinización, oligodrendrogliopatía y daño axonal 
- Pérdida de la función neurológica. 
 
La exposición a determinados factores hasta ahora desconocidos, induciría y mantendría las 
células T autorreactivas que, tras un periodo de latencia, serán activadas sistémica o localmente. 
Esta activación, podría ocurrir por mecanismos de mimetismo molecular (epítopos compartidos por 
la mielina y los posibles antígenos infecciosos) (Albert y Inman 1999; Gran et al 1999) o por 
activación policlonal a través de superantígenos bacterianos o virales (Brocke et al 1996; Johnson 
et al 1996). 
Las células T activadas producen citoquinas proinflamatorias como el interferón γ (IFN-γ) y el factor 
de necrosis tumoral (TNF) que provocan la activación de las células endoteliales, las cuales 
aumentan la expresión de moléculas de adhesión (Dore-Duffy et al 1993) que mediarían la 
extravasación de las células inflamatorias al SNC. Estas células, producen la desmielinización de 
las neuronas a través de respuestas neuroinflamatorias, que finalmente destruyen la mielina y los 
axones de las células nerviosas. Todo este proceso tiene como consecuencia la formación de 
placas en la sustancia blanca del cerebro y en la médula espinal (Frohman et al 2006; Peterson et 
al 2007; Trapp et al 1998) que terminan produciendo pérdida de la función neurológica. Este 





Esquema 2: Mecanismos patogénicos de la EM 
 
No existe un tratamiento curativo de la EM debido al hecho de que esta enfermedad presenta una 
clínica muy variable con multitud de mecanismos celulares y moleculares implicados en el 
desarrollo de la misma (Hohlfeld et al 1997). Debido a la naturaleza inflamatoria de la enfermedad, 
los tratamientos actuales se centran principalmente en terapias anti-inflamatorias tratando los 
brotes agudos con dosis elevadas de corticosteroides (prednisolona o metilprenidsolona) (Miller et 
al 2000). Entre las terapias inmunosupresoras tradicionales, actualmente en desuso, se encuentran 
medicamentos como la azatioprina, la ciclofosfamida y la mitoxantrona. Todos ellos, tenían como 
objetivo inhibir la síntesis de ácidos nucleicos para provocar la inhibición de la proliferación y 
función de los linfocitos B y T.  
La terapia actual de primera línea para la EMRR incluye fármacos inmunomoduladores como el 
IFN-β y el acetato de glatirámero (AG) Mientras el IFN-β incrementa entre otros muchos efectos  la 
producción de citoquinas antiinflamatorias, AG actúa como un señuelo de la mielina para el sistema 
inmune (Praksova et al 2012; Arnold et al 2013). La teriflunomida y el dimetil fumarato son otro tipo 
de tratamientos de primera línea que se administran por vía oral (Jadidi-Niaragh et al 2011). La 
teriflunomida es un inhibidor de la síntesis de pirimidina que disminuye la proliferación y activación 
de las células B y T autorreactivas (Freedman et al 2012). El dimetil fumarato posee eficacia 
antiinflamatoria y antioxidante.  
Como tratamientos de segunda línea están aprobados fingolimod, un agonista inverso de 
receptores de esfingosina 1 fosfato que induce redistribución de linfocitos autorreactivos con lo que 
disminuye su paso hacia el SNC, natalizumab, anticuerpo monoclonal contra la α 4 integrina (VLA-





el antígeno CD52 que produce depleción muy prolongada de linfocitos T y B (Zivadinov et al 2012). 
(Broadley et al 2014 (3 partes a, b y c); García-Merino et al 2013).  
Otros medicamentos que han demostrado eficacia son los anticuerpos monoclonales anti CD20, 
que inducen depleción de células B: rituximab, ocrelizumab y ofatumumab. La terapia de la EM 
evoluciona rápidamente y hay diversos fármacos en desarrollo para las distintas formas de 
enfermedad, no sólo para prevenir los brotes o la progresión secundaria sino para controlar la  
neurodegeneración o mejorar los déficits establecidos, utilizando diversas estrategias 
farmacológicas. 
Los tratamientos aprobados reducen fundamentalmente la frecuencia de los brotes clínicos y la 
aparición de nuevas lesiones, pero los beneficios a largo plazo en la prevención  de la discapacidad 
son menos claros, y hasta la fecha los ensayos publicados no han demostrado efecto directo en la 
progresión pura no asociada a actividad inflamatoria (Filippini et al 2003). Además, presentan 
efectos secundarios que pueden ser significativos (Zivadinov et al 2012). El hecho de que la 
medicación actual sea sólo parcialmente eficaz (Karussis et al 2006; Steinman et al 2001) ha 
impulsado el planteamiento de nuevos abordajes terapéuticos, como la terapia génica y celular 
para intentar potenciar los mecanismos de neuroprotección y conseguir regeneración del tejido 
dañado (Furlan et al 2003; Pluchino et al 2003; Tohid Gharibi et al 2015).  
2.2 ENCEFALOMIELITIS AUTOINMUNE EXPERIMENTAL 
La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) es una enfermedad órgano específica, 
autoinmune y desmielinizante del SNC que sirve como modelo de EM, ya que comparte con ésta 
características clínicas, patogénicas e histopatológicas (Lassmann y Wisniewski 1979; Wekerle et 
al 1994). 
La EAE es el resultado de la inmunización de una especie susceptible con un antígeno 
encefalitogénico determinado. Las combinaciones de especies y antígenos dan lugar a diferentes 
modelos de EAE. Se puede inducir en especies susceptibles, como roedores, conejos y primates, 
mediante inmunización activa, inyectando de forma subcutánea o intradérmica una suspensión de 
SNC, mielina o antígenos (autólogos o heterólogos) purificados de la misma, emulsificados en 
adyuvantes (Paterson et al 1960; 1976). Otra forma de inducir la enfermedad, es mediante 
inmunización pasiva, es decir, mediante la inyección intravenosa de células T específicas frente a 
antígenos de la mielina, procedentes de los ganglios linfáticos o del bazo de animales inmunizados 
activamente, lo que demuestra la naturaleza autoinmune de la enfermedad (Sun D et al 2001). 
También se utiliza como modelo de EM el modelo de enfermedad desmielinizante que se obtiene 
tras la inoculación de virus como el virus Theiler (Dal Canto y Lipton 1975), virus Semliki Forest 






Los experimentos iniciales en EAE se realizaron en monos (Rivers et al 1933; Rivers y Schwentker 
1935), pero posteriormente se extendió el uso de roedores, cobayas y conejos (Zamvil y Steinman 
1990). No todas las especies son igualmente susceptibles a la inducción de EAE. Estas diferencias, 
se suelen atribuir a la dotación genética de la cepa y a los polimorfismos existentes en los 
antígenos del MHC-II y del TCR (Zamvil y Steinman 1990; Dahlaman et al 1999; Roth et al 1999). 
También las hormonas se han considerado factores importantes en la regulación de la 
susceptibilidad a la inducción de la enfermedad en ratas Lewis (Mason et al 1990). 
Inicialmente, se utilizó un homogeneizado de SNC para la inducción activa de la EAE (Kabat et al 
1947). Con el avance de las técnicas de purificación de proteínas se extendió el uso de proteínas 
purificadas de la mielina como la MBP, la PLP, o la MOG principalmente (Gardinier et al 1992; 
Pender et al 1995). Más recientemente, se ha descrito la inducción de EAE con otras proteínas 
relacionadas con mielina como la proteína mielínica básica asociada a los oligodendrocitos (MOBP) 
(Holz et al 2000), glicoproteína asociada a la mielina (MAG), glicoproteína específica de los 
oligodendrocitos (OSP) y 2’,3’-nucleótido cíclico 3’-fosfodiesterasa (CNPasa) (Morris-Downes et al 
2002), presente en los oligodendrocitos. 
Se utilizan tanto las proteínas completas como péptidos encefalitogénicos de éstas. Sin embargo, 
la utilización de péptidos ha permitido que los modelos sean más reproducibles, y que especies 
que eran resistentes al inmunizarlas con la proteína completa, sean susceptibles al inmunizarlas 
con determinados péptidos.  
Tras la inmunización del animal, se lleva a cabo la respuesta inmunitaria contra el antígeno 
presente en el SNC, y los animales desarrollan los signos clínicos característicos de la EAE. La 
aparición de los signos clínicos suele ir acompañada de un descenso del peso corporal, que se 
mantiene hasta que el animal se estabiliza o se recupera. 
Los signos clínicos consisten en el desarrollo de una parálisis ascendente, que se inicia con una 
pérdida de fuerza de la cola que progresa provocando paraparesia o paraplejia y puede llegar a 
grados de tetraparesia o tetraplejia e incluso en algunos casos provocar la muerte del animal. 
Se pueden distinguir diferentes tipos de EAE según el curso clínico: 
- la EAE aguda se caracteriza por la aparición de un único episodio clínico de la enfermedad. La 
especie típica para este modelo es la rata concretamente las ratas Lewis y DA, que son cepas muy 
susceptibles, y el antígeno utilizado la MBP (Stepaniak et al 1997; Lenz et al 1999).  
- la EAE crónica remitente-recurrente en la que se pueden observar dos o más brotes clínicos de la 
enfermedad. Para este modelo, habitualmente, se trabaja con ratones SJL inmunizados con PLP, 
aunque también se ha descrito en ratas (Raine 1985; Polman et al 1988). 
- la EAE no remitente, que sigue un curso progresivo sin brotes y que se ha descrito en ratones 
C57BL/6, ratones con dotación genética H-2b y ratas inmunizados con MOG (Mendel et al 1995; 
Weissert et al 1998). Este mismo curso clínico se ha descrito para ratones con dotación genética H-





Los modelos de EAE reproducen la mayoría de las características histopatológicas de la EM. En el 
SNC de los animales con EAE, se observan infiltrados inflamatorios perivasculares y 
parenquimatosos, constituidos principalmente por linfocitos y macrófagos, que han atravesado la 
BHE (Lassmann et al 1980; Polman et al 1986; Pender 1987). Posteriormente, se produce la 
activación de células residentes como la microglía y los astrocitos. En función de la especie, la 
cepa animal y el antígeno utilizados, las lesiones inflamatorias pueden ir acompañadas o no de 
áreas de desmielinización.  
En la EAE, al igual que sucede en la EM, también se observa daño y pérdida axonal (Raine et al 
1984; Raine y Cross 1989) y se piensa que éste es el principal responsable de la discapacidad 
neurológica permanente (Wujek et al 2002). 
 
La EAE, al igual que la enfermedad humana, está mayoritariamente mediada por células Th1 y por 
las citoquinas que secretan, IFN-β, TNF-α, linfotoxinas (LT) e interleuquina 2 (IL-2) (Constantinescu 
et al 1998). Sin embargo, no se puede considerar una enfermedad exclusivamente mediada por 
estas células. El IFN-β y el TNF-α activan a los macrófagos y éstos tienen la capacidad de destruir 
la mielina y los oligodendrocitos, así como producir más citoquinas, IL-12, IL-23 y TNF-α, y 
productos citotóxicos como el óxido nítrico (NO) que también actuarán contra esas dianas. Se ha 
descrito que los linfocitos Th1 participan en la inducción y propagación de la EAE (Lafaille et al 
1997). Los linfocitos T CD8+ se ha observado que son abundantes en las lesiones de EM 
(Kuhlmann et al 2002), además, células T CD8+ específicas frente MBP inoculadas en ratones son 
capaces de inducir EAE (Sun et al 2001). Los linfocitos T CD8+ pueden causar apoptosis mediante 
la expresión de FasL que se unirá a su receptor Fas en la superficie de los oligodendrocitos. Estos 
linfocitos secretan enzimas como la perforina y la granzima que destruirán la célula diana. Por otra 
parte, los linfocitos B activados producen autoanticuerpos frente a antígenos de la mielina que se 
han podido detectar en suero y liquido cefalorraquídeo (LCR) de pacientes con EM (Berger et al 
2003). También, es importante mencionar el papel de las células B como APC y cooperadoras con 
las células T, independientemente de la producción de anticuerpos. En la EAE, se ha observado 
que la administración de anticuerpos anti MOG exacerba la enfermedad (Linington y Lassmann 
1987; Schluesener et al 1987; Raine et al 1999). 
Es importante destacar que existen muchas diferencias entre el modelo de EAE y la EM, entre las 
que destacan la necesidad de utilizar animales singénicos y antígenos específicos a altas dosis con 
coadyuvantes, y el predominio de la inflamación sobre la degeneración tardía en la mayoría de los 
modelos. La EM ocurre en personas genéticamente diversas, se desconocen los antígenos 
asociados a la inflamación, la topografía lesional es diferente, las anomalías inmunológicas son 






Aun considerando estas diferencias, es el modelo animal más utilizado en el estudio de la EM 
(Baxter 2007). Por todo ello, se trata del modelo que usaremos en este estudio (EAE inducida con 
el péptido MOG35-55) para estudiar la eficacia terapéutica de las células madre mesenquimales de 
pacientes de EM in vivo. 
2.3 CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 
Las células madre, son un grupo específico de células indiferenciadas con un potencial elevado de 
proliferación que presentan dos características fundamentales: son capaces de autorrenovarse; es 
decir, de formar células idénticas a las células de origen, y tienen la capacidad de generar uno o 
más tipos celulares que desempeñan funciones especializadas en el organismo. Dependiendo de 
su origen las células madre pueden dividirse en células madre embrionarias y adultas.  
Las células madre embrionarias son células pluripotenciales, es decir, cada una de ellas es capaz 
de generar todos los tipos celulares del organismo. Por su parte, las células madre adultas son, en 
su mayoría, multipotenciales ya que pueden generar una gran variedad de tipos celulares dentro de 
un tejido específico (Mayani H et al 2003). 
Dentro del grupo de las células madre adultas, se encuentran las células madre hematopoyéticas y 
las células madre mesenquimales (CMM), en las que nos centraremos particularmente en este 
punto, ya que son objeto de nuestro estudio. 
Las CMM fueron identificadas por primera vez en la década de los 70 por Frienstein y cols 
(Friedenstein et al 1974). Este grupo describió, por primera vez, una población de células 
adherentes de médula ósea que formaban parte del estroma medular y que daban origen al 
microambiente hematopoyético. Dichas células fueron denominadas como unidades formadoras de 
colonias de fibroblastos (CFU-F, Fibroblast Colony-Forming Units). Durante la década de los 80, los 
investigadores trabajaron en la caracterización y biología estas células, encontrando que las 
colonias de morfología fibroblastoide, formadas in vitro de una suspensión de células procedentes 
de médula ósea, derivaban de un solo progenitor, y demostraron su gran capacidad proliferativa, su 
habilidad para autorrenovarse y su multipotencialidad, con capacidad para dar origen a diferentes 
tipos celulares, entre ellos el osteogénico (Owen M and Friedenstein 1988). Estas células fueron 
denominadas como células madre estromales. Hasta ese momento, todos los estudios se 
realizaron en modelos animales, sin embargo, unos años más tarde se desarrolló una metodología 
que permitía cultivar y trasplantar células mesenquimales de humanos adultos y obtener la 
formación de hueso (Haynesworth SE et al 1992).  
Las CMM, son células madre adultas, multipotentes y no hematopoyéticas, que se caracterizan por 
su capacidad de diferenciación en tejidos de origen mesodérmico como son los adipocitos, 
condroblastos y osteoblastos (Pittenger et al 1999; Caplan et al 1991). También, se ha demostrado 
la plasticidad de este tipo celular, debido a su capacidad para diferenciarse hacia tipos celulares de 





entre otros (Black and Woodbury 2001; Jiang et al 2002; Rizvi et al 2006; Sanchez-Ramos et al 
2000; Schwartz et al 2002; Tseng et al 2007; Woodbury et al 2000). Tradicionalmente, la médula 
ósea se ha considerado la fuente principal para el aislamiento de CMM, representando el 0,001- 
0,01 % del total de las células del estroma medular (Salem HK and Thiemermann C 2010; 
Pitengger MF et al 1999). Sin embargo, en diversos estudios, se ha demostrado que las CMM 
pueden ser aisladas a partir de otras fuentes que incluyen la sangre del cordón umbilical (Natalie L 
Payne et al 2012), sangre periférica (Roufosse CA et al 2004), tejido adiposo (Dicker et al 2005; 
Levi B et al 2010a; Levi B et al 2010b), folículo capilar (Shih DT et al 2005), piel, músculo, tendón, 
ligamento periodontal (Kawanabe N et al 2009) y pulpa dental (Yamada Y et al 2006), entre otros. 
Dado el importante crecimiento de este campo de investigación y la falta de uniformidad en los 
criterios que definen las CMM, así como la ausencia de un marcador específico; la International 
Society for Cellular Therapy (ISCT) ha establecido tres criterios mínimos, para crear un consenso y 
uniformidad en la caracterización de estas células, con el fin de poder comparar los resultados 
obtenidos en los diversos estudios experimentales y clínicos, como se puede observar en el 
esquema 3. La ISCT define las CMM humanas como todas aquellas células con: morfología 
fibroblastoide, adherencia al plástico y que crecen como unidades formadoras de colonias (UFC) 
en condiciones de cultivo estándar; un fenotipo positivo (≥ 90%) para CD105, CD73 y CD90 y 
negativo (≤ 2%) para los antígenos hematopoyéticos CD45, CD34, CD14, CD19 y HLA-DR; y 
capacidad de diferenciación in vitro a los linajes osteogénico, condrogénico y adipogénico, bajo 















Esquema 3: Criterios mínimos que definen y caracterizan a las CMM según la ISCT. 
Por otro lado, las CMM producen citoquinas, quimioquinas y proteínas de la matriz extracelular que 





de las células inmunes efectoras; e inhiben la respuesta de las células T alorreactivas (Majumdar 
MK et al 2000; Kim DH et al 2005).  
Además de sus propiedades como progenitoras, las CMM presentan propiedades 
inmunorreguladoras, ya que modulan la respuesta inmune por su interacción con un amplio rango 
de células inmunes, incluyendo linfocitos T, B, células Natural Killer (NK), células dendríticas y 
células T reguladoras (Treg). La función inhibidora de las CMM es un proceso dependiente del 
contacto celular (célula-célula) y de la liberación de factores solubles como IL-6, IL-10, indolamina 
dioxigenasa (IDO), factor de crecimiento transformante β (TGF-β), IFN-γ, prostaglandina E2 (PGE2) 
y NO (Prasanna SJ et al 2010; Keating A et al 2012). Se ha demostrado que las CMM son capaces 
de influir en las respuestas inmunes adaptativa e innata tanto in vitro como in vivo (Bartholomew A 
et al 2002; Di Nicola M et al 2002). Waterman y cols. sugieren que las CMM actúan como sensores 
de la inflamación y pueden adoptar dos fenotipos de funciones diferentes (MSC1 o MSC2) 
siguiendo una activación específica de los receptores TLR (del inglés Toll-like receptors), TLR3 y 
TLR4, que resulta en diferentes efectos inmunomoduladores y con distintos secretomas (Waterman 
et al 2010). Recientes estudios han demostrado que las CMM interactúan de forma activa con 
elementos del sistema immune innato, y que a través de estas interacciones producen efectos anti 
inflamatorios y pro inflamatorios (Keating A 2012; Le Blanc and Mougiakakos 2012; Prockop and 
Oh 2012).  
La administración de las CMM, se presenta como una estrategia alternativa para el tratamiento de 
enfermedades de base inmunológica, y sus propiedades inmunosupresoras han sido exploradas en 
enfermedades autoinmunes experimentales, así como en trasplantes de órganos (De Miguel MP et 
al 2012; Figueroa FE et al 2012; Pistoia V et al 2010; Casiraghi F et al 2013).  
Las CMM, y más concretamente las procedentes de médula ósea, son las células madre adultas 
mejor caracterizadas; y son muy prometedoras para terapia celular en EM (Ben-Hur et al 2013) por 
las siguientes razones: 
 
 Son relativamente accesibles: el aspirado de la médula ósea y el aislamiento y expansión de 
las células, son procedimientos bien establecidos en la disciplina hematológica. Además, 
son células que presentan un gran potencial de expansión y plasticidad; y su manejo no 
involucra los dilemas éticos que presentan las células madre embrionarias.  
 Tienen una alta capacidad para migrar hacia los tejidos dañados: los estudios con animales 
y humanos, siguiendo una administración intravenosa (i.v) muestran que las células son 
capaces de migrar al sistema nervioso central (Cogle CR et al 2004; Weimann JM et al 
2003) y pueden disminuir las consecuencias clínicas de enfermedades desmielinizantes en 
modelos animales (Gordon D 2008; Zhang et al 2005; Zappia E et al 2005). Existe un 
debate sobre cómo estas células pueden ejercer sus efectos beneficiosos; aunque se ha 





Gendebien et al 2005), in vivo esto parece controvertido y muchos sugieren que no está 
demostrado (Parr AM et al 2007) 
 Las CMM son capaces de fusionarse con algunos tipos celulares neurales lo cual supone un 
mecanismo importante de neuroprotección definido como “rescate” (Singec I et al 2008). 
 Están bien documentadas las propiedades inmunorreguladoras de las CMM (Uccelli A et al 
2006). La capacidad de las CMM para inhibir la proliferación de las células T in vitro e in 
vivo ha sido investigada en profundidad (Mazzanti B et al 2008;  Carlo-Stella C et al 2002; 
Gerdoni E et al 2007; Krampera M et al 2003; Rasmusson I et al 2005; Bartholomew A et al 
2002). Además, su capacidad inmunorreguladora es independiente del complejo mayor de 
histocompatibilidad.  
 También, hay estudios que demuestran que las CMM son capaces de producir factores 
neurotóficos que promueven la supervivencia neuronal in vitro (Crigler L et al 2006; Wilkins 
A 2009). 
 A diferencia de los tratamientos actuales, su potencial de acción consiste en aumentar la 
remielinización a la vez que modula la respuesta inmunológica (Uccelli et al 2007a; Uccelli 
et al 2007b; Payne et al 2011). 
El potencial beneficioso de las CMM ha sido demostrado por una serie de estudios en EAE. Dos 
estudios preliminares demostraron que la administración sistémica de CMM de médula ósea puede 
modular las respuestas inmunes induciendo tolerancia periférica y disminuyendo la enfermedad y 
observando una mejora clínica en los animales EAE (Gerdoni et al 2007; Zappia et al 2005). Estos 
efectos periféricos han sido confirmados en otros estudios, tras la administración de CMM por vías 
i.v (Gerdoni et al 2007; Zappia et al 2005; Bai L et al 2009; Kassis I et al 2008; Constantin G et al 
2009; Gordon D et al 2010; Natalie L Payne et al 2012; Morando S et al 2012), intraperitoneal (i.p) 
(Gordon D et al 2008; Rafei M et al 2009a; Rafei M et al 2009b) e intracerebroventricular (i.cv) (Yael 
Barhum et al 2009). Varios grupos demuestran que un pequeño número de CMM de origen murino 
(Constantin G et al 2009; Kassis et al 2008) o humano (Bai L et al 2009; Gordon et al 2010) son 
capaces de entrar en el SNC y ejercer, in situ, efectos inmunomoduladores y neuroprotectores. 
El potencial de neuroprotección, las propiedades de reparación y los resultados prometedores 
obtenidos en estudios in vivo, junto con una clara y explícita seguridad (en relación a terapias 
autólogas no mieloblastivas), han justificado varios ensayos clínicos para explorar el uso de  CMM 
autólogas administradas por vía i.v en EM (Connick P et al 2011; Karussis D et al 2010; Connick P 
et al 2012; Mohajeri M et al 2011; Rice CM et al 2010) e intratecal (i.t) (Mohyeddin Bonab M et al 
2007, Karussis D et al 2010; Yamout et al 2010) 
Casi la totalidad de los ensayos clínicos con CMM para el tratamiento de la EM, se han realizado 
con CMM autólogas (procedentes del propio paciente). Sin embargo, en todos los estudios con 





controversia (Papadaki HA et al 2005; Mazzanti et al 2008; Elizabeth Mallan et al 2010; Gisiane LV 
de Oliveira et al 2013, Marina M Zafranskaya et al 2013), en cuanto si las CMM de pacientes de 
EM, presentan las mismas características fenotípicas y funcionales, que las CMM procedentes de 
individuos sanos, in vitro. Además, existe un gran desconocimiento respecto a la eficacia 
terapéutica de las CMM de pacientes de EM in vivo. Por todo ello, en este trabajo nos centraremos 
en el estudio comparativo de las CMM de pacientes de EM y donantes sanos en cuanto a sus 
características fenotípicas y funcionales in vitro, y su potencial terapéutico, in vivo, en la EAE. 
2.4 CANNABINOIDES 
Las primeras evidencias del uso medicinal del cannabis (Cannabis Sativa) se remontan al año 2737 
a.C en China, durante el reinado del emperador Sheng-Nung, quien recoge en sus escritos de 
farmacopea la utilidad de la planta para tratar los calambres y el dolor reumático o menstrual. 
También en el antiguo Egipto existen testimonios del uso del cannabis para el tratamiento de 
diversas dolencias. En Europa durante el siglo XIX, el cannabis destaca por su uso médico como 
analgésico, antiinflamatorio, antiemético y anticonvulsivo, hasta su prohibición en 1925, cuando la 
convención de Génova lo incluye dentro de la lista de drogas ilícitas y peligrosas. En la actualidad 
se han desarrollado avances en el uso terapéutico legal de la planta, como demuestra la 
comercialización del fármaco Sativex ® (que se detalla más adelante) para distintos tratamientos 
en humanos. 
La planta Cannabis Sativa contiene más de 421 compuestos químicos, denominados ligandos 
cannabinoides por su estructura carbocíclica de 21 carbonos. Los ligandos llamados 
fitocannabinoides, son más de 80 compuestos solubles lipídicos, que se encuentran en la resina 
producida por las plantas femeninas del cannabis y son sintetizados a partir de precursores de 
ácidos grasos por una serie de transferasas y sintetasas (Elsohly MA 2005; Izzo AA 2009). Entre 
los compuestos mayoritarios destaca Δ9 tetrahidrocannabidiol (Δ9-THC), con una elevada actividad 
psicotrópica. También destacan los fitocannabinoides con pocas o ninguna propiedades 
psicoactivas como el Cannabidiol (CBD), Cannabigerol (CBG), y Cannabidivarina (CBDV), que 
ejercen múltiples acciones a través de mecanismos que solo pueden ser relacionados parcialmente 
con la modulación del sistema endocannabinoide (SEC) (Mechoulam et al 2007; Pertwee et al 
2008), y que también ejercen acciones sobre receptores de potencial transitorio (canales TRP), 
receptores activados de proliferación de peroxisomas gamma (PPARγ), receptores acoplados a 
proteína G 55 (GPR55), GPR18, 5-hidroxitriptamina 1A (5-HT1A), receptores de glicina α1y α1β, 
enzimas ciclooxigenasa 2 (COX-2) y en receptores implicados en la homeostasis del Ca2+ (Izzo et 
al 2009). El CBD (constituye el 40% del extracto de la planta) podría presentarse como el mejor 
candidato para el uso clínico de los fitocannabinoides, ya que se trata de un compuesto que carece 
de acciones psicoactivas y cognitivas y posee una excelente tolerancia en humanos (Mechoulam et 





patologías, entre ellas la EM, utilizando Sativex® (preparación comercial que contiene Δ9-THC y 
CBD en proporciones similares). Cabe destacar que su administración por nebulizador oromucosal 
fue legalizado en 2005 para el tratamiento sintomático de la EM (Perras 2005), y desde 2010 su 
uso está aprobado en nuestro país. 
Hace 30 años se describieron y clonaron los receptores de cannabinoides explicando el modo de 
acción de los extractos del cannabis, permitiendo la identificación y aislamiento de sus equivalentes 
y homólogos endógenos llamados endocannabinoides (eCBs). Los eCBs son amidas, ésteres y 
éteres de cadenas largas de ácidos grasos poliinsaturados, que son sintetizados en respuesta a 
estímulos fisiológicos o patológicos. Una vez sintetizados, se unen a sus receptores diana, 
funcionalmente activos, causando diferentes efectos biológicos en distintos tejidos (Pertwee RG 
2010). Entre los componentes endógenos se encuentran aquellos derivados del ácido 
araquidónico, siendo los más importantes la N-araquidonil-etanolamida o anandamida (AEA, 
metabolizada principalmente por la enzima amida hidrolasa de ácidos grasos (FAAH)), el 2-
araquidonilglicerol (2-AG, principalmente degradado por la enzima monoacilglicerol lipasa (MAGL)), 
y otros compuestos como el 2-araquidonil gliceril-éter (Noladin éter), el N-araquidonil-dopamina 
(NADA), o la O-araquidoniletanolamina (Virodhamina), todos ellos derivados de ácidos grasos de 
membrana. Existen otros derivados de ácidos grasos endógenos que se consideran eCBs por su 
capacidad de potenciar la actividad de AEA y 2-AG a través del mecanismo “encourage effect”, 
como son palmitoiletanolamida (PEA), estearoiletanolamida (SEA), oleoiletanolamida (OEA), 
araquidonilglicina, 2-lineloilglicerol, 2-palmitoilglicerol y oleamida (Hanus 2007). Además, están los 
cannabinoides sintéticos que pueden actuar sobre los receptores cannabinoides como el HU-210 y 
el WIN55,212-2 (WIN), que actúa como el Δ9-THC. 
En los últimos años se ha podido descubrir y caracterizar un sistema de señalización endógena, 
SEC, cuyos elementos están compuestos por los ligandos endógenos clasificados como eCBs, sus 
receptores, los componentes responsables de la síntesis e inactivación de los mismos y por 
mecanismos específicos de recaptura. 
Los principales receptores diana de los fitocannabinoides y los eCBs son los receptores de 
cannabinoides CB1 y CB2. Son receptores asociados a proteínas G con siete dominios 
transmembrana (Pertwee RG et al 2012; Di Marzo V 2012). 
CB1 es expresado extensamente en el SN principalmente en las zonas terminales de las neuronas 
centrales y periféricas, y su presencia ha sido investigada en muchos sitios diferentes 
extraneuronales (Pertwee RG 2010). Una vez activado CB1, está involucrado en la inhibición de la 
neurotransmisión excitatoria e inhibitoria; y puede modular funciones cognitivas, motoras, de 
memorias y analgesia (Bari M et al 2005; Macarrone M 2008). 
CB2 principalmente se expresa en las células del sistema inmunitario, donde se encuentra asociado 
a la regulación de diferentes funciones inmunes (Galiègue S et al 1995; Klein TW et al 2005; 





en neuronas (Izzo AA 2009; Van Sickle MD et al 2005), células microgliales activas, astrocitos 
(Ramirez BG et al 2005; Shoemaker JL et al 2007) osteoclastos, queratinocitos, células de piel 
tumorales (Luongo L et al 2010; Matsuda LA et al 1990; Munro S et al 1993), y ciertas 
subpoblaciones de neuronas (Viscomi MT et al 2009; Atwood BK et al 2010). La activación de CB2, 
se ha visto relacionada con inflamación crónica del SN, así como con trastornos inmunológicos, 
cardiovasculares y óseos (Guitierrez T et al 2011; Palazuelos J et al 2009; Ramirex SH et al 2012). 
En los últimos años existen trabajos que señalan la existencia de receptores cannabinoides 
adicionales, distintos a CB1 y CB2 que podrían mediar efectos específicos a nivel de transmisión 
sináptica, sistema vascular y sistema inmune, como son el receptor GPR55 (Ryberg et al 2007; 
Lauckner et al 2008) y el receptor GPR18 (Offertaler et al 2003). Además, los cannabinoides 
pueden unirse a receptores específicos de otros sistemas de señalización como son el receptor 
vanilloide de tipo 1 (TPRV1) (Jordt et al 2004), receptores activados por proliferadores de 
peroxisomas o PPARs (Sun y Bennett 2007). 
CB1 y CB2 son receptores metabotrópicos que normalmente se unen a proteínas heterotriméricas G 
i/o y que desencadenan señales de transducción que implican la reducción de los niveles de 
adenosin monofosfato (AMP) cíclico mediante la inhibición de la actividad de la adenilato ciclasa, la 
regulación de flujos de Ca2+, la activación de canales rectificadores de K+ y de los canales 
dependientes de voltaje de tipo A (Castillo PE 2012). Además se ha observado que ambos 
receptores pueden regular la producción de ceramida, la activación de proteínas quinasas 
activadas por mitógenos (MAPK) y la estimulación de la  sintasa inducible de óxido nítrico (iNOS). 
En determinadas circunstancias, dependiendo de la disponibilidad de las subunidades de las 
proteínas G, la dimerización con otros receptores asociados a proteína G o los ambientes celulares 
particulares, pueden ocurrir distintos patrones de unión como Gq/11 o Gs, y por tanto, ejercer 
diferentes acciones en la regulación de la señalización (Pertwee RG et al 2010).  
Debido a las acciones neuroprotectoras, antiinflamatorias y antioxidantes de los cannabinoides, 
estos compuestos se han tomado en cuenta como posibles agentes terapéuticos en enfermedades 
neurodegenerativas con un componente inflamatorio como Alzheimer, Parkinson, enfermedad de 
Huntington y EM. Estas enfermedades presentan hiperactividad en la microglía secretando 
citoquinas y quimioquinas pro y anti inflamatorias, glutamato, factores neurotróficos, prostanoides y 
radicales libres que provocan estrés oxidativo. Hay evidencias que demuestran que la alteración de 
la producción de citoquinas inducida por los endocannabinoides, como la AEA y 2-AG, puede 
actuar como inmunosupresor cuando se añaden a linfocitos T activados, actuando principalmente a 
través del receptor CB2 (Cencioni MT et al 2010). Uno de los usos clínicos más prometedores de 
los cannabinoides está en el tratamiento sintomático de la EM. Hay numerosas revisiones en la 
literatura que mencionan el papel neuroprotector e inmunomodulador de los cannabinoides, 





Por todo ello los compuestos cannabinoides, han sido testados en modelos animales para evaluar 
su efecto sobre la EM en estudios preclínicos. Lyman et al 1989 han demostrado que la 
administración de Δ9-THC retrasa el inicio de los signos clínicos y reduce la inflamación del SNC 
en la EAE. El tratamiento con cannabinoides sintéticos (Baker et al 2000), eCBs, PEA (Baker et al 
2001), o inhibidores de la recaptura de eCBs (Baker et al 2001; De Lago et al 2004, 2006) reducen 
la espasticidad y mejora el temblor en el modelo de recaída crónica de EAE (CREAE), a través de 
un mecanismo mediado por el receptor CB1 (Pryce y Baker, 2007). La administración crónica de 
cannabinoides puede inhibir el proceso neurodegenerativo en este modelo (Pryce et al 2003; 
Croxford et al 2008). 
Algunos estudios revelan un efecto inmunosupresor vía CB1, por el que los agonistas 
cannabinoides consiguen reducir la respuesta de células T específicas de mielina, la infiltración del 
SNC y los síntomas clínicos (Maresz et al 2007; Croxford et al 2008). 
La administración del agonista mixto WIN consigue disminuir los signos clínicos, reducir la 
infiltración celular e inducir la apoptosis de células T, lo que podría contribuir a su acción anti-
inflamatoria, a través de un efecto mediado, en parte, por CB2 (Sánchez et al 2006).  
En ratones knockout para CB2 la gravedad de la EAE aumenta y los niveles de mensajero de varias 
citoquinas y sus principales receptores también aumentan. En cambio, el tratamiento con el 
agonista selectivo de CB2, HU-308, en ratones wild type mejora la progresión de la enfermedad y 
reduce los niveles de estas citoquinas y sus receptores, confirmando el papel protector de CB2 
(Palazuelos et al 2008). 
La efectividad de los cannabinoides reduciendo los signos clínicos de la EAE (inducida por péptidos 
de mielina o inducida por virus) en roedores ha sido demostrada en varios trabajos usando 
principalmente ligandos con afinidad por ambos receptores (CB1 y CB2). Los efectos 
inmunosupresores de estos ligandos tienen lugar a dosis que inducen efectos como sedación e 
hipotermia (Lyman et al 1989; Croxord et al 2008). Sin embargo, se ha visto que hay compuestos 
como el CBD y sus derivados que están desprovistos de efectos psicotrópicos y que son tolerables 
en humanos cuando se administran de forma crónica (Cunha et al 1980; Consroe et al 1991). 
Cuando se administra CBD de forma sistémica durante 3 días (19, 20 y 21 PI) del desarrollo de la 
enfermedad en ratones EAE, se observa una disminución de los signos clínicos y de su progresión 
(Ewa Kozela et al 2011). Este efecto además, se ve acompañado de una disminución del daño 
axonal y de la infiltración y activación de linfocitos T y células de microglia. Por otro lado, observan 
que el CBD disminuye la proliferación de las células T autorreactivas inducidas con MOG in vitro. 
Debido a los resultados obtenidos en los modelos animales de EM, muchos ensayos clínicos han 
evaluado el potencial terapéutico de extractos medicinales basados en cannabis para el tratamiento 
de los síntomas de la enfermedad (Smith 2007 review). 
En los primeros ensayos se evaluó la eficacia de los cannabinoides en la espasticidad asociada a 





presentaban una eficacia objetiva (Pertwee 2002 review). Posteriormente, en el año 2001, se inició 
el estudio “Cannabinoids and Multiple Sclerosis (CAMS)” en el que participaron 630 pacientes con 
EM y espasticidad muscular tratados durante 15 semanas con un extracto de cannabis oral, Δ9-
THC, o placebo. Los resultados no mostraron un efecto beneficioso sobre la espasticidad (Zajicek 
et al 2003). Sin embargo, los pacientes que continuaron el tratamiento con Δ9-THC hasta los 12 
meses, notaron, con pocos efectos adversos, una mejoría en su espasticidad, confirmada de forma 
objetiva por la escala de Ashworth (Zajicek et al 2005). 
En un estudio posterior, 50 pacientes de EM con poco control de la espasticidad tratados durante 
14 días con un extracto estandarizado de Cannabis sativa en cápsulas (2,5 mg Δ9-THC y 0,9 mg 
CBD), mostraron una frecuencia menor de espasmos y una mejoría en la movilidad, además de 
una buena tolerancia a los efectos secundarios del tratamiento (Vaney et al 2004). 
En otro ensayo clínico utilizando Sativex (que contiene Δ9-THC y CBD en igual proporción) se 
observó una reducción significativa del dolor y alteraciones del sueño en pacientes de EM, que se 
trataron durante 4 semanas (Rog et al 2005, Rog et al 2007). Por otro lado, en otro estudio 
controlado, con dosis más bajas de Sativex, se demostró una reducción significativa en 
espasticidad, sin efectos adversos y un grado de intoxicación leve tras 6 semanas de tratamiento 
(Wade et al 2004). 
La eficacia terapéutica de los cannabinoides en el tratamiento de EM va en aumento, pero todavía 
no son convincentes (Wade et al 2006; Smith 2007). Los cannabinoides proporcionan efectos 
beneficiosos en espasticidad y dolor, pero existe la preocupación de los efectos secundarios a 
largo plazo, aunque los efectos adversos son más leves que los producidos por otros fármacos 
para el dolor y la espasticidad. 
Las rutas de señalización de los cannabinoides regulan la proliferación celular, diferenciación y 
supervivencia con diferentes resultados dependiendo de las dianas moleculares y el contexto 
celular involucrado. 
Los receptores de cannabinoides se expresan y funcionan desde etapas muy tempranas del 
desarrollo cuando regulan la supreviviencia y diferenciación de las células madre embrionarias y 
trofoblásticas, y por lo tanto, deben afectar a la formación de tejidos adultos especializados 
derivados de las tres líneas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo). 
Estudios recientes, han puesto de manifiesto la presencia del SEC en células precursoras 
hematopoyéticas y neurales (Compagnucci C et al 2013; Jiang S et al 2011; Bari M et al 2011; 
Jiang S et al 2007). Los cannabinoides han demostrado ser reguladores de la proliferación y 
diferenciación de las células madre hematopoyéticas y mesenquimales derivadas del mesodermo, 
jugando un papel fundamental en la determinación de la formación de varios tipos celulares de los 
tejidos periféricos incluyendo células sanguíneas, adipocitos, osteoblastos/osteoclastos y células 
epiteliales. En las últimas décadas hay evidencias de que los receptores de cannabinoides tienen 





madre progenitoras hematopoyéticas, derivadas del mesodermo. CB1 y CB2 regulan varias 
cascadas de quinasas relacionadas con la supervivencia y proliferación celular con principales 
consecuencias en el potencial de decisión de las células progenitoras. Ambos receptores regulan 
las rutas PI3K/PKB y ERK que se encuentran en la mayoría de los sistemas celulares estudiados 
(Ismael Galve-Roperh-2013).  
La homeostasis de la médula ósea se sustenta por un conjunto de interacciones de factores de 
crecimiento, citoquinas y factores de transcripción, que orquestan la proliferación y diferenciación 
de células madre (hematopoyéticas, mesenquimales y progenitores endoteliales) en más de un tipo 
celular. Las células del estroma de la médula ósea, se ha mostrado que sintetizan y liberan eCBs 
“a demanda”, y expresan sus receptores específicos CB1 y CB2. Especialmente hay evidencias que 
apuntan a los eCBs como mediadores de la migración e instalación de las células madre 
hematopoyéticas en los tejidos in vivo (Jiang S et al 2011). 
En cuanto a las CMM humanas, existe un conocimiento muy escaso de la presencia y regulación 
del SEC y su posible papel en la actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora. En la literatura 
existe una gran controversia sobre la presencia y expresión de los receptores CB1 y CB2 (Esquema 
4) y el efecto de cannabinoides endógenos y exógenos sobre las funciones y características de las 
CMM humanas (Francesca Rossi et al 2013; A. Scutt 2007; Ellen Schmuhl et al 2013; Yong-Xin 
Sun et al 2014; Seyeon Ahn et al 2015). Además, todos los estudios se han realizado en CMM 
humanas procedentes de donantes sanos, y se ha mostrado que existen diferencias en la 
expresión de los receptores CB1 y CB2 en otros tipos celulares de individuos sanos y pacientes de 






















Por todo lo anterior, en este estudio nos centraremos en la caracterización del SEC en las CMM de 
donantes sanos y pacientes de EM. Además, analizaremos el posible efecto del cannabinoide 
endógeno (AEA) y los exógenos (CBD y WIN); sobre las funciones y características de las CMM, 
































3.1  OBJETIVO GENERAL 
 
En el presente trabajo se comparan características fenotípicas y funcionales de las células 
mesenquimales multipotenciales del estroma de médula ósea de pacientes de EM con las de 
sujetos sin patología hematológica o inmunológica. Además, se evalúa el efecto terapéutico de las 
células de ambas procedencias en la encefalomielitis autoinmune experimental y la implicación del 
sistema cannabinoide en la funcionalidad de las mismas, in vitro. 
 
3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Obtener y expandir CMM de médula ósea de pacientes con esclerosis múltiple y de 
controles. 
2. Caracterizar fenotípicamente las CMM, su capacidad de formación de colonias y de 
transformación trilinear (adipogénesis, osteogénesis y condrogénesis). 
3. Valorar la capacidad antiproliferativa e inmunomoduladora de las CMM frente a células T 
estimuladas (con estímulo inespecífico y frente a autoantígenos); y la capacidad productora 
de las citoquinas IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-γ; y el factor neurotrófico NGF, de las células de 
pacientes y controles. 
4. Analizar la capacidad supresora de las CMM de controles y pacientes de EM, en la EAE, 
tanto en sus aspectos clínicos como histopatológcos, con especial atención en el daño 
axonal o neurodegeneración. 
5. Caracterización de los receptores CB1 y CB2 en las CMM de controles sanos y pacientes. 
Evaluar su respuesta frente a cannabinoides endógenos (AEA) y exógenos (WIN y CBD), 
valorando su capacidad de formar colonias y de diferenciación trilinear, su potencial 
antiproliferativo e inmunomodulador, y su capacidad productora de citoquinas (IL-4, IL-6, IL-


















4. MATERIAL Y MÉTODOS 




4. MATERIAL Y MÉTODOS  
 
4.1  SELECCIÓN DE CONTROLES Y PACIENTES 
El estudio se llevó a cabo con pacientes de EM y controles sin enfermedad autoinmune ni 
hematológica. Las muestras de médula ósea se obtuvieron en la Unidad de Esclerosis Múltiple del 
Hospital Universitario Puerta de Hierro, con previa autorización por el CEIC (Comité Ético de 
Investigación Clínica) del Hospital; todo ello bajo cumplimiento de los principios de la declaración 
de  Helsinki y la norma E6 de Buenas Paracticas clínicas de la ICH. Los individuos incluidos en el 
estudio, cumplían los siguientes criterios de inclusión para cada grupo: 
Pacientes:  
 Diagnóstico de EM según criterios clásicos de Poser 
 Forma recidivante-remitente o secundariamente progresiva sin evidencia de recaídas o de 
actividad inflamatoria reciente demostrable por neuroimagen en los últimos 6 meses 
 Puntuación en la escala expandida de discapacidad de Kurtzke ≤ 6,5,  
 Duración mínima de la enfermedad de 5 años 
 Edad ≤ 60 años 
 Firma de consentimiento informado. 
Quedaron excluidos todos aquellos pacientes que presenten tratamiento inmunosupresor, 
exposición a terapias experimentales, tratamiento inmunomodulador en el año anterior y utilización 
de esteroides en los 3 meses anteriores a la obtención de la muestra. 
Controles:  
 Donantes sanos 
 Edad ≤ 60 años 
 Firma de consentimiento informado.  
Quedaron excluidos todos los individuos con enfermedad autoinmune, enfermedad hematológica, 
transfusiones previas, tratamiento con inmunosupresores y tratamiento esteroideo en los 3 meses 
anteriores a la toma de la muestra. 
 




4.2 RECOLECCIÓN DE LA MUESTRA DE MÉDULA ÓSEA 
Las muestras de los pacientes y controles seleccionados, se recolectan en quirófano tras anestesia 
local por aspirado de médula ósea mediante punción en cresta ilíaca anterior o posterior (con un 
volumen aproximado de 30 ml). 
En la extracción, el aspirado de médula ósea se llevó a cabo con el uso de un trócar canulado con 
punta de doble diamante y agujeros laterales (Angiotech-Wacress S.A), previamente heparinizado. 
Estos procedimientos, se llevan a cabo por hematólogos y anestesistas del Hospital Universitario 
Puerta de Hierro. La muestra se recoge en una bolsa de extracción de polipropileno (Laboratorios 
Grifols S.A) con medio de transferencia (heparina y antibiótico), que presenta doble puerto; uno 
termosellado y otro con un sample porter (FenwalR) por donde se introduce la muestra de manera 
estéril, ya que una vez introducida la muestra queda cerrada por una válvula. Dado que la 
población de CMM en la muestra representa aproximadamente el 0,001% del total de células 
mononucleares, guardamos una pequeña alícuota, para realizar un contaje previo de células 
mononucleares presentes en la muestra extraída. Un total de células mononucleares menor de 
100x106 sería descartado, ya que el cultivo primario de CMM sería inviable. 
Posteriormente, las muestras se transportan a temperatura ambiente y en bolsas estériles al 
laboratorio, donde son procesadas bajo condiciones de total esterilidad. La obtención y expansión 
de las CMM se realizó siguiendo el protocolo que se aplica en sala GMP (Good Manufacturing 
Practises). 
4.3 CULTIVO PRIMARIO DE CMM 
La muestra de médula recolectada, diluida en médio de transferencia (1:1) en la bolsa de 
extracción, se deposita en tubos para posteriormente realizar la separación de células 
mononucleares en una proporción 1:2 por gradiente de densidad con Ficoll-HypaqueTMPlus (Stem 
Cell Technologies Inc.), centifugando las muestras a 1200-1300 rpm durante 20 minutos a 
temperatura ambiente. Se recogen las células mononucleares de la interfase de los tubos 
centrifugados, y se resuspenden en medio de lavado: alfa-MEM (Lonza, Cultek) suplementado con 
2,5% de suero fetal bovino Australiano (SAFC), 1% de penicilina/estreptomicina (Biowest) y 2,2% L-
Glutamina (Biowest). Tras centrifugar de nuevo las células a 1200-1300 rpm durante 20 minutos se 
vuelven a resuspender en 1 ml de medio de lavado realizando un recuento celular con azul tripán al 
0,05% para determinar la viabilidad celular. 
A partir de las CMN obtenidas se inician los cultivos con 16x104 CMN en flask de 75cm2 (Nunc) y 
10ml de medio de cultivo alfa- MEM suplementado con 20% de SAFC, 1% de 
penicilina/estreptomicina y 2,2%  L- Glutamina. 




Los cultivos se mantienen a 37ºC con 5% de CO2; transcurridas 72 horas, se retiran las células no 
adherentes mediante el cambio de medio de cultivo y después de 8 días se observa la aparición de 
células adherentes con morfología fibroblastoide. 
El cultivo primario de CMM se mantiene (cambiando de medio de cultivo cada 3-4 días) hasta 
obtener una confluencia del 80-90% en medio alfa-MEM suplementado con 20% de SAFC, 1% de 
penicilina/estreptomicina y 2,2% L- Glutamina. En esta confluencia se realiza el pase de las células 
por medio de tripsinización (Tripsina 0.25% y ácido etildiaminotetraacético (EDTA) 1Mm (Biowest)).  
Las células se cultivan de nuevo para su expansión hasta un máximo de 5 pases usando a partir 
del primer pase medio alfa-MEM suplementado con un 10% de SAFC, 1% de 
penicilina/estreptomicina y 2,2% L-Glutamina. La expansión de las CMM a partir del pase 0 (P#0)se 
realiza en factorías de cultivo (Thermo Scientific) de 1, 2 o 3 plantas despendiendo del número de 
células de partida (3, 6 y 9 millones de células respectivamente) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Las células se mantienen en factoría hasta un total de 6-7 días con un cambio de medio 
a los 3-4 días. Una vez tripsinizadas, las células se recogen en Falcon estériles (Corning,Cultek) y 
se centrifugan a 1200 rpm durante 5 minutos. Después se lavan con buffer fosfato salino (PBS) y 
se cuentan en cámara de neubauer con azul tripán al 0,05%. Las células se resuspenden en PBS 
para los ensayos in vivo y el resto en medio completo para ensayos in vitro, se plantan en flask (a 
una concentración de 5.000 células/cm2), o se congelan en 1ml de SAFC con 10% de DMSO 
(Sigma-Aldrich), conservandose en nitrógeno líquido a una temperatura de -196ºC. 
Para su utilización, las CMM se descongelan en un baño a 37ºC, y tras 3 lavados con PBS 1X  se 
resuspenden en medio suplementado con 10% de SAFC, 1% de penicilina/estreptomicina y 2,2% 
L-Glutamina. 
4.4 OBTENCIÓN Y CULTIVO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE BAZO Y GANGLIO 
DE RATONES EAE: CÉLULAS ENCEFALITÓGENAS DE RATÓN 
Para obtener células encefalitógenas de ratón se extraen ganglios y bazos de ratones hembra 
C57/BL6 (Charles River) EAE (inmunizados como se explica en el apartado posterior de inducción 
de EAE) sacrificados con CO2 y perfundidos intracardiacamente con PBS a los 10-12 después de 
su inmunización. Los ganglios (linfáticos, axilares e inguinales) y los bazos se homogeneízan de 
forma mecánica por separado con Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) (Lonza) y las células 
obtenidas se centrifugan a 1200 rpm durante 5 minutos. Las células de bazo se resuspenden en 
tampón de lisis de eritrocitos Ammonium-Chloride-Potassium (ACK) durante 5 minutos en hielo y se 
resuspenden en medio completo específico para células encefalitógenas (Dulbecco's Modified 
Eagle Medium (DMEM) con 10% de Suero fetal bovino (SBF), 1mM de piruvato sódico, 10mM de 
aminoácidos no esenciales, 4mM de L-glutamina, 100U/ml de penicilina/estreptomicina y 50µM de 
2-mercaptoetanol (Lonza)), para inactivarlo. Las células se centrifugan de nuevo y se resuspenden 




en medio completo fresco, para realizar un recuento de la viabilidad celular con azul tripán. Se 
realiza una mezcla de los dos tipos celulares en una proporción 1:5 (ganglio:bazo) y las células se 
distribuyen a una concentración de 5x106células/ml en medio completo de encefalitógenas. A las 
células en cultivo se añaden 25µg/ml de MOG35-55 y 25ng/ml IL-12 durante 72 horas para estimular 
y mantener las células encefalitógenas. 
4.5 OBTENCIÓN Y CULTIVO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE SANGRE 
PERIFÉRICA (PBMC) 
Tras la firma del consentimiento informado por parte de donantes sanos, se procede a la extracción 
de sangre periférica de los mismos. La sangre se diluye 1:2 en PBS 1X con 0,2% SBF y se reparte 
en tubos con LimphoprepR (Axis-Shield PoC AS) en una proporción 1:4; los cuales se centrifugan 
durante 20 minutos a temperatura ambiente a una velocidad de 2500 rpm. Posteriormente, se 
recoge la capa celular de la interfase que consiste en las PBMC, se lava en PBS 1X  y se procede 
al recuento con azul de tripán. Las células se congelan en criotubos con 1ml de SBF con 10% de 
Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) en nitrógeno líquido hasta su uso. 
Las PBMC se descongelan en un baño a 37ºC, y tras 3 lavados con PBS 1X se resuspenden en 
medio RPMI1640 (BioWhittaker-Lonza) suplementado con 10% de SBF, 1% de 
penicilina/estreptomicina y 2,2% L-Glutamina. 
4.6  EVALUACIÓN DEL INMUNOFENOTIPO DE CMM 
Después de obtener un 100% de confluencia de las CMM al finalizar el proceso de aislamiento 
(P#0) y el segundo pase (P#2), se determina la expresión de los marcadores de superficie 
mediante los anticuerpos monoclonales: CD45-FITC (BD PharmingenTM ), CD166-PE, CD80-AL647, 
CD31-FITC, CD105-FITC (Inmunostep Diagnostics), CD34-PE, CD73-PE, CD90-AL647, HLA-I-PE 
y HLA-DR-FITC (AbD Serotec).  
Para la realización de la citometría de flujo se utilizan 200.000 células/marcaje distribuidas en tubos 
de poliestireno de 5ml (BD Falcon). Una vez recogidas las células se lavan en 3ml de buffer de 
citometría (PBS 1X con 0,5% de Albumina de Suero Bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) y 2mM EDTA 
(Sigma-Aldrich)) a 1500 rpm durante 10 minutos, eliminando el sobrenadante de cada tubo por 
inversión. Las células se incuban con los anticuerpos durante 20 minutos en oscuridad y a 
temperatura ambiente; y transcurrida esta incubación, las células se lavan a 1500 rpm durante 10 
minutos con buffer de citometría. Al completar el marcaje en el último lavado las células se 
resuspenden en 100μl de buffer de citometría. Para el estudio del inmunofenotipado las células se 
adquieren en un citómetro de flujo FACSCalibur BD, y los datos son analizados con el software 
Paint a Gate. 
 




4.7  DIFERENCIACIÓN TRILINEAR DE CMM 
La diferenciación de las CMM en osteocitos, adipocitos y condrocitos se realizó entre el primer y 
quinto pase después de la determinación del inmunofenotipo.  
 Diferenciación ostegénica:  
La diferenciación osteogénica se realiza cultivando 10.000 células en un pocillo de 2cm2 con un 
volúmen de 1ml de medio alfa-MEM suplementado con 10% de SAFC, 1% de penicilina 
estreptomicina y L- Glutamina, hasta obtener una confluencia del 80%. En este momento el medio 
de cultivo suplementado, se cambia por medio de cultivo para diferenciación osteogénica que 
consiste en alfa- MEM, 10% de SBF, dexametasona 1mM, ascorbato 0,2mM y 10mg/ml de glicerol 
2-fosfato. Transcurridas 3 semanas se realiza la evaluación de la diferenciación por cambio 
morfológico de las células (forma cúbica y deposición de calcio) observado en el microscopio y 
mediante la determinación de Hidroxiapatita inorgánica (HA) (Ca10(PO4)6(OH)2) principal compuesto 
de los depósitos de calcio, usando el kit OsteoImage Mineralization Assay (Lonza) mediante 
microscopía confocal. Para la determinación de HA se fijan las células con etanol durante 20 
minutos y se lavan dos veces con buffer de lavado 1X. Se añade Staining reagent diluido 1:100 e 
incubamos durante 30 minutos a temperatura ambiente protegiendolo de la luz. Transcurrido el 
tiempo de lavan las células 3 veces dejando el buffer en el pocillo 5 minutos entre lavado y lavado. 
Finalmente las células se resuspenden en buffer de lavado y se observa la fluorescencia en el 
microscopio confocal Leica SP5. 
 Diferenciación adipogénica: 
La adipogénesis se induce cultivando 5.000 células/cm2 en alfa-MEM suplementado hasta obtener 
una confluencia del 100%, cuando el medio de cultivo suplementado se reemplaza por medio de 
inducción adipogénica; que consiste en alfa-MEM, 10% de SBF, dexametasona 1mM, 
isobutilmetilxantina 0,5mM, insulina 10mg/ml e indometacina 200mM. A los 3-4 días, este medio se 
reemplaza por medio de mantenimento adipogénico que consiste en  alfa-MEM, 10% SBF y 
10mg/ml de insulina. Transcurridos 3-4 días, el medio de mantenimiento se sustituye por medio de 
inducción adipogénica consecutivamente hasta completar 3 ciclos de inducción/mantenimiento. Al 
terminar el tercer ciclo las células se cultivan durante 7 días en medio de mantenimiento. 
La diferenciación se evalúa después de 4 semanas de cultivo mediante la coloración de las 
vacuolas lipídicas intracelulares con aceite rojo O y por cambio morfológico de las células debido a 
la acumulación de vacuolas lipídicas en el citoplasma de las células observado en el microscopio. 
Para la coloración con aceite rojo O las células se fijan con metanol duante 10 minutos, se realizan 
3 lavados de 5 minutos con PBS 1X y se adiciona la solución de acite rojo O (Adipo Red -Lonza) al 




0,35% y se incuba durante 30 minutos. Después, se retira el colorante y las células se lavan de 
nuevo con PBS 1X; dejadolas en el último lavado resuspendidas en PBS. En el microscopio de 
fluorescencia se observaron las vacuolas lipídicas teñidas de rojo dentro de las células. 
 Diferenciación condrogénica: 
La diferenciación condrogénica se realiza cultivando las células a 5.000 células/cm2 en alfa-MEM 
suplementado, hasta obtener una confluencia del 80%, después de esto el medio de cultivo 
suplementado se reemplaza por medio de inducción condrogénica que consiste en alfa-MEM, 10% 
de SBF, dexametasona 100nM, ascorbato 0,2mM y β-GP 10mM. 
Para comprobar la diferenciación de las CMM en condroblastos, las células se fijan en etanol 
durante 10 minutos y posteriormente se realizan 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X. Las células 
se incubadan durante con el anticuerpo de colágeno tipo II (Abcam) diluido 1:50 en PBS-BSA 0,1% 
o/n. Tras esto, se llevan a cabo 3 lavados con PBS 1x de las muestras y se incuban con el 
anticuerpo secundario durante 1 hora (anti rabbit Alexa 488 – Invitrogene) a una dilución 1:500 en 
PBS. En el microscopio confocal se observó la formación de matriz extracelular mediante el 
marcaje de colágeno. 
4.8 ENSAYO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC) 
Sembramos las células a una concentración de 10 células/cm2 y las mantenemos durante 15 días 
en cultivo cambiando el medio cada 3-4 días. Pasado este periodo de tiempo las células se lavan 
con PBS 1X y se fijan con metanol durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células se 
lavan con PBS 1X para posteriormente teñirlas con cristal Violeta al 0,2% durante 45 minutos a 
temperatura ambiente. Para finalizar se lavan los pocillos 3 veces con H2O MilliQ y se dejan secar 
al aire. Se cuentan las colonias formadas representando los resultados como Número de Colonias 
(Nº Colonias). 
4.9  ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN 
Para analizar el efecto de las CMM sobre la proliferación de las células T con estímulo inespecífico 
y frente a autoantígenos se utilizaron PBMC de donantes sanos y células células encefalitógenas 
de ratón. 
 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium bromide) 
Para los ensayos de análisis de la capacidad inmunosupresora de las CMM, se preparan cocultivos 
de PBMC (2,5x105 células/pocillo) y células encefalitógenas de ratón (2,5x105 células/pocillo) con 
CMM (1,25x104 células/pocillo) en 200µl en placa multipocillo (ratio 1:20). Estos cocultivos se 
estimulan con PHA a 20µg/ml para las PBMC y con 25µg/ml MOG35-55 para las células 
encefalitógenas. Cada muestra se ensaya por cuadruplicado. El tiempo de incubación es de 72 




horas. Para cuantificar la producción de interleuquinas, antes de añadir el MTT (Sigma-Aldrich) a 
los cultivos, se retiran 100µl de sobrenadante para utilizar en el ensayo de ELISA. Para el ensayo 
colorimétrico de MTT, se siguió el método descrito por Mosmann et al 1983. Los datos de 
absorbancia se obtienen en un lector de microplacas Multiskan Ex (Thermo Scientific) a 570nm. 
4.10  EVALUACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE FACTORES NEUROTRÓFICOS E 
INTERLEUQUINAS (ELISA) 
 Interleuquinas 
Los sobrenadantes de los cultivos empleados para la proliferación por el método colorímetrico de 
MTT, fueron utilizados para evaluar el efecto de las CMM sobre la producción de las citoquinas IL-
4, IL-6, IL-10 e IFN-γ en las PBMC, siguiendo las recomendaciones de fabricantes de los sets 
específicos para la detección de IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-γ (Diaclone). 
 Factores neurotróficos 
Los sobrenadantes de los cultivos de CMM a una concentración de 10.000 células/cm2 durante 72 
horas fueron utilizados para evaluar la producción del factor neurotrófico NGF (Nerve Growth 
Factor) por las CMM, utilizando el set de detección de NGF (Promega) y siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. 
4.11  INDUCCIÓN ACTIVA DE LA EAE 
El estudio con animales fue previamente aceptado por el comité ético de bienestar animal del 
Hospital Universitario Puerta de Hierro, siguiendo estrictamente toda la normativa vigente sobre el 
uso de animales con fines de investigación (RD53/2013 y la Directiva 2010/63/UE). 
Para la inducción de EAE activa se utilizan ratones hembra C57/BL6 a partir de 8 semanas y se 
inoculan por vía subcutánea (s.c) con 0,2ml de una solución con 0,1ml de Adyuvante completo de 
Freund (CFA), que consiste en adyuvante incompleto de Freund (IFA) (Sigma-Aldrich) 
suplementado con 1mg/ml de micobacteria tuberculosa cepa H37Ra (Difco), y 250µg de MOG35-55 
(Bionova), diluido en un volumen similar de PBS. La administración se lleva a cabo en dos puntos 
de los flancos (en un flanco el día de la inmunización y en el otro flanco 7 días después de la 
inmunización (DPI)). A esto se añaden 500ng de toxina pertussis (TxP) (Sigma-Aldrich) en 0,2ml de 
PBS que se inyecta de forma i.p el día de la inoculación y 48 horas más tarde. El proceso de 
inmunización se resume en la figura que se presenta a continuación. 
 
 









La evaluación de la enfermedad clínica, se lleva a cabo mediante la aplicación de escalas 
conocidas de 0 a 6 puntos y mediante la evaluación del peso. Los ratones control se inoculan 
siguiendo el protocolo anterior, pero sin incluir MOG 35-55. 
 Valoración de los signos clínicos: 
Los signos de la EAE se valoran en función a la siguiente escala: 0 - ausencia de signos clínicos; 1 
- pérdida parcial del tono de la cola (zona distal); 2 - pérdida total de fuerza en la cola; 3 - 
paraparesia de una o ambas extremidades traseras; 4 - parálisis parcial en las extremidades 
traseras; 5 - paraplejia y 6 - moribundo o muerte por EAE. 
 Tratamientos de los ratones EAE con CMM: 
Los ratones EAE inmunizados se dividen en distintos grupos en doble ciego: EAE control, EAE 
vehículo, EAE tratados con CMM de controles y EAE tratados con CMM de pacientes de EM. 
 Los ratones del grupo EAE control son ratones inmunizados como se indica 
anteriormente, que no presentan ningún tipo de tratamiento y son usados como control 
de la enfermedad. 
 Los ratones EAE vehículo son inoculados con 200µl de PBS 1X por vía i.v cada día de 
tratamiento.  
 Los grupos de ratones EAE tratados con CMM se dividen a su vez conforme a la 
procedencia de las células (controles sanos o pacientes). Los ratones de estos grupos 
son inoculados con 2x106 de CMM por vía i.v, administradas en tres dosis de 1x106, 
0,5x106 y 0,5x106 de células, distribuidas en los días 0 (D0), 2 (D2) y 7 (D7) posteriores 
a la inmunización, respectivamente. Las CMM administradas, son procedentes de 
controles sanos (EAE + CMM Controles) y pacientes (EAE + CMM Pacientes). En cada 
dosis las células quedan resuspendidas en PBS 1X en un volumen de 200µl.  








El análisis histopatológico de los ratones se realiza en la médula espinal de los diferentes grupos 
experimentales. Para ello, los ratones se anestesian con Sevoflurano (Sevorane) y se sacrifican el 
día 32 PI por perfusión intracardíaca con PBS para proceder a la extracción de las columnas 
vertebrales. Para aislar la médula espinal se rompe cuidadosamente cada vertebra de la columna. 
Posteriormente, las muestras se fijan en paraformaldehído al 4% (Panreac) durante 24-48 horas a 
4ºC y tras 3 lavados con PBS 1X, el tejido es equilibrado en sacarosa. Para evitar el choque 
osmótico se prepara una batería de sacarosas en la que se va aumentando de forma progresiva la 
concentración (Sacarosa al 10% 1 hora, al 20% 2 horas y al 30% o/n). Después de extensos 
lavados en PBS 1x, las médulas se separan en las zonas lumbar y cervical, y el tejido se incluye en 
una resina (OCT: Optimal Cutting Temperature de Tissue-TekR) sumergido rápidamente en 
isopentano con nieve carbónica y almacenado a -80º C hasta su procesamiento. 
4.13 INMUNOFLUORESCENCIA 
 Valoración de la infiltración, desmielinización y el daño axonal 
Se realizan cortes seriados de la zona lumbar de las médulas (previamente fijadas e incluidas en 
OCT), de 20 micras de espesor en criostato (Leica) a -20ºC. Los cortes se colocan en portaobjetos, 
preparados para fijar criomuestras, que se lavan en PBS 1X y se incuban con NH4CL para eliminar 
autofluorescencia. Las muestras se permeabilizan mediante PBS 1X con 0,5%Tween (BioRad) y se 
incuban durante 10 minutos con PBS 1X que contiene 10% de suero de cabra, para eliminar las 
posibles uniones inespecíficas. Posteriormente, las muestras se incubadan con tres pares de 
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anticuerpos: SMI32 (1:1000) y MBP (1:200); CD3 (1:20) y CB2 (1:10); y F4/80 (1:10) y CB2 (1:10) 
(Abcam) durante 1 hora. Tras esto, se llevan a cabo 3 lavados con PBS 1X  de las muestras y se 
incuban con el anticuerpo secundario durante 45 minutos (anti mouse Alexa 488 and anti rabbit 546 
- Invitrogene). Por último, las muestras se incuban con To-Pro (marcador de núcleos) durante 10 
minutos y se lavan con PBS y H2O y se montan los portaobjetos con aceite de montaje (Thermo). 
Las muestras se estudian en un microscopio confocal de fluorescencia. 
 Análisis de CB1 y CB2 en las CMM  
Se cultivan las células en una placa de 24 pocillos a una concentración de 5.000 células /cm2 
durante 24 horas para que se adhieran al plástico. Se retira el medio y se lava la monocapa celular 
repetidas veces con PBS 1X para eliminar los restos de suero que puedan interferir en el marcaje. 
Entonces, se fijan las células con metanol durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
Nuevamente, se lavan las células con PBS 1X durante 5 minutos y se incuban 10 minutos con 
NH4Cl. Para permeabilizar las células, se realiza una incubación de 10 minutos con PBS 1X -
Tween 0,1% y se bloquean las inespecificidades con PBS 1X - BSA 5% durante 30 minutos. 
Posteriormente, las células se maracan con los anticuerpos primarios de CB1 (Abcam) y CB2 
(Abcam) diluidos 1:50 o/n a 4ºC en oscuridad y, tras 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X, se 
incuban durante 1 hora con el anticuerpo Anti Rabbit 488 (Invitrogen) diluido 1:500. Por último, las 
células se lavan 3 veces durante 5 minutos con PBS 1X, se incuban con To-Pro durante 10 minutos 
y, tras un último lavado en PBS, se resuspenden en H2O para su estudio por microscopía confocal. 
Se sigue el mismo procedimiento con las células M213-20 procedentes del estriado de rata (control 
negativo para CB1 y CB2), células PC12 procedentes de médula adrenal de rata (control positivo de 
CB1) y HT29-CB2 que son hepatocitos transfectados con una construcción que sobreexpresa CB2 
(control positivo de CB2). 
Para los controles negativos, las muestras son marcadas únicamente con el anticuerpo secundario 
en cada caso. 
4.15  TINCIÓN DE HEMATOXILINA Y EOSINA 
Esta tinción se realiza en los criocortes de las zonas lumbares de las médulas de los distintos 
grupos experimentales de ratones. Para ello, se deja descongelar los portaobjetos con las 
muestras durante 5 minutos y tras dos lavados en H2O, las muestras se incuban en Hematoxilina 
de Harris por 45 segundos a temperatura ambiente. Tras un lavado con H2O, las muestras se 
incubaron con eosina durante 15 segundos e inmediatamente se procede a la deshidratación de las 
muestras sumergiéndolas en una batería de alcoholes en aumento de graduación: 2 inmersiones 
en etanol al 96%, 2 inmersiones en etanol absoluto y 2 inmersiones en Xilol. Por último, se montan 
los portaobjetos con medio de montaje o glicerol. 




4.16  CITOMETRÍA DE FLUJO 
Para el marcaje de CB1 y CB2 en superficie e intracelular se utilizan 200.000 células/marcaje 
distribuidas en tubos de poliestireno de 5ml (BD Falcon). Una vez recogidas las células se lavan en 
3 ml de buffer de citometría (PBS 1X con 0,5% BSA y 2mM EDTA) a 1500 rpm durante 10 minutos, 
eliminando el sobrenadante de cada tubo por inversión. Se añade suero de ratón (Linus) durante 5 
minutos para eliminar uniones inespecíficas y los marcadores de superficie: CD90-FITC (BD 
Bioscience) para CMM y CD19-FITC (BD Bioscience), CD56-APC (AbD Serotec) y CD3-PerCP.Cy5 
(BD Bioscience) para marcar células B, NK y T respectivamente en PBMC, durante 20 minutos en 
oscuridad.  
 Maracaje en superficie 
Se añaden los anticuerpos primarios de CB1 (ABR) y CB2 (ABR) junto con los marcadores de 
superficie durante 20 minutos en oscuridad. Después, se lavan las células con buffer de citometría 
a 1500 rpm durante 10 minutos. Tras esto, se añade el anticuerpo secundario para CB1 y CB2 
marcado con PE (Anti-Rabbit Jackson ImmunoResearch Laboratories, INC) durante 20 minutos en 
oscuridad; y se realiza el ultimo lavado de las células y se resuspenden en buffer de citometría. 
Antes de pasar las células por el citómetro, se añade a las muestras Anexina V-FITC (BD 
PharmingenTM) para ver la viabilidad de las mismas. 
 Marcaje intracelular 
Las células se fijan y permeabilizan usando el kit de permeabilización celular FIX&PERMR (ADG 
Bio Research GmbH) siguiendo las instrucciones del suministrador, se añade suero de ratón 
durante 5 minutos y los anticuerpos primarios de CB1 y CB2 durante 20 minutos en oscuridad y se 
lavan las células a 1500 rpm durante 10 minutos. Tras esto, se les añade el anticuerpo secundario 
para CB1 y CB2 marcado con PE (Anti-Rabbit Jackson ImmunoResearch Laboratories, INC) durante 
20 minutos en oscuridad y tras un último lavado, se resuspenden en buffer de citometría.  
En ambos casos, las células se adquieren en un citómetro de flujo FACSort con el programa 
informático “CELLQuest” y se analizan los resultados con el programa Paint a Gate. 
Para el control de isotipos marcamos las muestras con los anticuerpos marcados de forma directa 
por separado (cada color por separado), y los anticuerpos secundarios en el caso del marcaje 








4.17  PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 
Para el análisis de la expresión génica por PCR cuantitativa se tripsinizan y recogen las CMM 
cultivadas hasta una confluencia del 90%, y se resuspenden en trizol (TRI REAGENTR- Molecular 
Research Center, Inc) para almacenarlas a -20ºC hasta su procesamiento. Seguidamente se 
realiza una extracción de ARN (Rneasy Mini Kit, Qiagen) siguiendo las instrucciones del 
suministrador. El ARN se retrotranscribe a ADNc usando el kit GeneAmp gold RNA PCR Core Kit 
para RT-PCR (PE Biosystems). 
La PCR cuantitativa a tiempo real se realiza en el LightCycler 480 (Roche Diagnostics) usando el 
Kit LightCycler 480 SYBER Green I Master (Roche Diagnostics) o LightCycler 480 Probes Master 
(Roche Applied Science) de acuerdo a las sondas o primers usados para la amplificación.  
En el caso del housekeeping se utilizan varios genes, el SDHA (succinate dehydrogenase complex 
subunit A) y GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), sin embargo, debido al 
elevado valor de las muestras, se decide realizar los experimentos sólo con uno de ellos, en este 
caso SDHA. 
Los primers usados para CB2 y el gen de referencia, SDHA son los siguientes: 
 CB2 Forward: 5´ AGCCACCCACAACACAACC 3´;  
CB2 Reverse: 5´ GAGCCATTGGCTATCTCTGTC 3´;  
SDHA Forward: 5´ TGGGAACAAGAGGGCATCTG 3´;  
SDHA Reverse: 5´ CCACCACTGCATCAAATTCATG 3´ 
Para analizar la expresión de CB1 y FAAH se usan sets de primers con sondas, altamente 
específicos (sondas Universal Probe Library (UPL) de Roche Appplied Science): CB1 (ID: 104051), 
FAAH (ID: 115042) y SDHA (ID: 102136). 
Para analizar la expresión de CB2 y SDHA, se obtiene el ácido desoxirribonucleico complementario 
(ADNc) de las células de estudio y se amplifican por triplicado con 4µl de ADNc, 5µl de SYBER 
Green (Kit LightCycler 480 SYBER Green I Master) y 0,5µl de cada primer a una concentración de 
10µM, siendo el volumen final de la mezcla en cada pocillo de 10µl. Para CB1 y FAAH, el ADNc se 
amplifica usando triplicados con 5µl de ADNc, 10µl de Probes Master (Kit LightCycler 480 Probes 
Master) y 1µl de UPL conteniendo la mezcla de primers (8pmol de cada primer) y sondas para un 
volumen final de la mezcla de 20µl por pocillo. Como control negativo para cada primer y sonda se 
usa el agua estéril. 




La reacción de PCR se incuba primero a 95ºC durante 10 minutos, seguido de 45 ciclos de 10 
segundos a 95ºC y 30 segundos a 59ºC (CB2) o 60ºC (CB1 y FAAH) y con un proceso de extensión 
de 1 segundo a 72ºC. 
La cuantificación relativa de las muestras se realizó con los valores Ct detectados de los genes 
diana (CB1, CB2 y FAAH) versus los valores del gen housekeeping (SDHA), transformándolos en 
ratios por el método 2-∆∆Ct (LightCycler 480 Version 1.2 Software, Roche Diagnostics) 
4.18 TRATAMIENTOS CON CANNABINOIDES IN VITRO 
Las CMM o, en su caso, los cocultivos de CMM con PBMC y células encefalitógenas fueron 
incubadas con los compuestos o el vehículo durante el tiempo indicado en cada ensayo. Los 
cannabinoides exógenos, WIN y CBD (Tocris), fueron conservados a -20ºC en una solución Stock 
de 10mM en DMSO y posteriormente diluidos a una concentración final de 1 y 5µM 
respectivamente en medio de cultivo. El cannabinoide endógeno, AEA (Tocris), fue conservado a -
20ºC en una solución Stock de 10mM en Etanol y finalmente diluida a una concentración final de 5 
µM en medio de cultivo. 
4.19  ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
Para los experimentos tanto in vitro como in vivo, la normalidad de los datos se analiza usando el 
test de Shapiro-Wilks. El análisis de los resultados se lleva a cabo mediante un contraste o 
comparativa entre grupos que siguen una distribución anormal mediante la prueba no paramétrica 
U Mann-Whitney que compara 2 muestras independientes; o Kruskal-Wallis cuando se trata de más 
de dos muestras independientes para comparar. Se considera que existen diferencias significativas 



























5.1 OBTENCIÓN DE CMM DE MO DE CONTROLES Y PACIENTES DE EM 
 Selección de pacientes y controles  
Se reclutaron un total de 12 individuos para la extracción de médula ósea. De las muestras de 
médula obtenidas, se emplearon cuatro muestras de individuos sin enfermedades autoinmunes, 
como controles sanos, y ocho muestras procedentes de pacientes de esclerosis múltiple, de las 
que se excluyeron dos casos por anemia ferropénica y hepatitis B, tras el análisis serológico y 
bioquímico de las muestras. Los datos de los individuos se recogen en la tabla 1, detallada a 
continuación. 
 
Tabla 1. Datos clínicos de controles sanos y pacientes de EM. Se detalla la sexo, edad, años 
diagnosticado (Dx), forma de EM (SP, secundaria progresiva; RR, remitente recurrente), escala expandida 
del estado de discapacidad (EDSS, Expanded Disability Status Scale), tasa anualizada de recaídas (ARR, 
Accounting Rate of Return); lesiones nuevas desde el diagnóstico y tratamiento previo (fechas de duración de 






 Aislamiento, cultivo y expansión de las CMM  
Del total de las 10 muestras de médula ósea procesadas, se lograron obtener células con 
morfología fibroblastoide, libre de patógenos, con una viabilidad de entre un 70 y 90%. Las 
características individuales de cada una de las muestras recolectadas se pueden observar en la 















Tabla 2. Datos de las muestras extraídas. Se detallan características, tales como el volumen de muestra 
extraído, el recuento de células mononucleares y la viabilidad de las CMM de MO en pase 0 (P#0) tanto de 
controles como de pacientes (EM). 
5.2 CARACTERIZACIÓN  FENOTÍPICA, CAPACIDAD DE FORMACIÓN DE 
COLONIAS (UFC) Y TRANSFORMACIÓN TRILINEAR DE LAS CMM  
Para analizar si las CMM de controles y pacientes cumplían los tres criterios mínimos exigidos por 
la ISCT (morfología, fenotipo y diferenciación trilinear), o si presentaban alterada alguna de estas 








Durante los primeros 15 días de cultivo se observó mediante microscopía en contraste de fases, 
una morfología fibroblastoide típica de este tipo celular, tanto en pacientes como en controles 
sanos. Las células presentaron adherencia al plástico a los 2-3 días de su extracción llegando a 
confluencia a los 14-18 días en cultivo (figura 1). 
No se observó ningún tipo de diferencia en el proceso de crecimiento ni de expansión entre CMM 







 Inmunofenotipo  
Para determinar la expresión de antígenos hematopoyéticos (CD34 y CD45) y mesenquimales 
(CD31, CD73, CD80, CD90, CD105, CD166, HLA-I y HLA-II), se determinó la intensidad media de 
fluorescencia (IMF) de cada proteína antes de su primer pase de cultivo (P#0) mediante citometría 
de flujo.  
En la figura 2 se presentan las medias de las IMF para cada uno de los antígenos evaluados en 
las CMM de los controles y los pacientes de EM. Los resultados muestran que más del 96 % de las 
células analizadas expresan los antígenos CD73, CD90 CD105, CD166 y HLA-I, mientras que 
CD31, HLA-II, CD34 y CD45 presentan valores muy bajos.  
También, se evaluó la posible variación en la expresión de los marcadores de superficie de las 
CMM de controles sanos y pacientes durante su expansión, comparando la IMF de cada proteína 
en el pase 0 (P#0) y tras el segundo pase (P#2) del cultivo. Como se presenta en la figura 2, se 





Figura 1. Morfología y expansión de las 
CMM. Imágenes secuenciales del cultivo 
de CMM de MO de un control sano y un 
paciente EM en P#0 durante 3, 7 y 15 
días de su aislamiento. Imágenes de 
microscopía en contraste de fases (10x). 
 






























Los resultados indican que las células de nuestro cultivo presentan el fenotipo establecido para 
CMM, asimismo, no se observan diferencias estadísticamente significativas entre los fenotipos de 
las CMM de controles y pacientes de EM. Por otro lado, se muestra que el fenotipo de las células 
es estable durante su expansión sin variar en los pases de cultivo.  
 
 Capacidad de formación de colonias (UFC) 
Una de las características de las CMM es su disposición en colonias aisladas, que posteriormente 
se unifican formando una monocapa. Por ello, evaluamos la capacidad de crecer como UFC de las 
CMM procedentes de controles y pacientes de EM. 
En la figura 3 se observa que las CMM de controles y pacientes de EM tras 15 días en cultivo, 
presentaron el mismo número de colonias teñidas con cristal violeta. Podemos concluir, que la 
capacidad para crecer como UFC, es una característica típica de las CMM independientemente de 
su procedencia (sano o paciente). 
 
Figura 2. Caracterización 
fenotípica de las CMM en 
P#0 y P#2 del cultivo. 
Medias de la Intensidad 
Media de Fluorescencia 
(IMF) para los marcadores 
de superficie positivos 
(CD105, CD90, HLAI, 
CD73 y CD166) y 
negativos (CD34, HLAII, 
CD80, CD45 y CD31) de 
CMM en muestras aisladas 
de controles (n=4) 
(naranja) y pacientes de 
EM (n=6) (morado) en P#0 
y P#2. Los datos 
representan la media de 
n=3 experimentos 













 Transformación trilinear (tejido adiposo, cartílago y hueso) 
Otra de las características esenciales de las CMM es su capacidad de diferenciación a tejido 
adiposo, óseo y cartílago. Para determinar si existe algún tipo de cambio en la multipotencialidad 
de las CMM de pacientes de EM con respecto a las células de controles, se llevaron a cabo los 
protocolos específicos para cada tipo celular, con CMM expandidas hasta un máximo de cinco 
pases. 
En la figura 4 (A-C) se representan la IMF de los marcadores para adipocitos, osteocitos y 
condrocitos en células diferenciadas de controles y pacientes de EM. Como puede apreciarse, no 
se obtuvieron diferencias significativas entre las CMM de controles y pacientes de EM en la 
diferenciación hacia células de los linajes adipogénico (4A), osteogénico (4B) y condrogénico (4C).  
La figura 4A, muestra que las CMM de los pacientes se diferenciaron a adipocitos del mismo modo 
que las células de controles. Como puede observarse en las imágenes, las células diferenciadas en 
adipocitos, de un control sano (figura 4B) y un paciente de EM (figura 4C), mostraron las vacuolas 










Figura 3. Cuantificación de UFC de CMM. Media del 
número de colonias formadas por CMM de controles 
(naranja) y pacientes de EM (morado) mediante el 
contaje de las colonias teñidas con cristal violeta. Los 
datos representan la media de n=6 experimentos 



















Figura 4. Diferenciación adipogénica de CMM. (A) Medias de la IMF de expresión de los marcadores de 
diferenciación a adipocitos de células de controles (n=4) (naranja) y pacientes de EM (n=6) (morado). Los 
datos representan la media de n=3 experimentos independientes ± Desvest. (A-B) Imágenes de 
fluorescencia determinadas por microcopía confocal representando la capacidad de diferenciación 
adipogénica de las CMM de un control sano (B) y un paciente de EM (C). El marcaje utilizado es AdipoRed 
para adipocitos. Como control negativo se usan CMM en medio de cultivo estándar (células sin diferenciar). 
Las CMM de controles y pacientes se diferenciaron en células de linaje osteogénico con la misma 
capacidad (figura 5A). En este caso las células se observan teñidas de color verde; demostrando 
la presencia de depósitos de calcio (HA inorgánica) como consecuencia de la actividad de la 
enzima fosfatasa alcalina en las células diferenciadas de controles (figura 5B) y pacientes de EM 







Figura 5. Diferenciación osteogénica de CMM. (A) Medias de la IMF de expresión de los marcadores de 
diferenciación a osteocitos de células de controles (n=4) (naranja) y pacientes de EM (n=6) (morado). Los 
datos representan la media de n=3 experimentos independientes ± Desvest. (A-B) Imágenes de 
fluorescencia determinadas por microcopía confocal representando la capacidad de diferenciación 
osteogénica de las CMM de un control sano (B) y un paciente de EM (C). El marcaje utilizado es HA 












La diferenciación de las CMM a células de linaje condrogénico en cultivo de monocapa, fue 
demostrada mediante tinción con el anticuerpo de Colágeno tipo II no observando diferencias entre 
las células procedentes de sanos y pacientes (figura 6A). Las células se tiñeron de color verde 
indicando la producción de matriz extracelular en células de controles (figura 6B) y pacientes de 







Figura 6. Diferenciación condrogénica de CMM. (A) Medias de la IMF de expresión de los marcadores de 
diferenciación a condrocitos de células de controles (n=4) (naranja) y pacientes de EM (n=6) (morado). Los 
datos representan la media de n=3 experimentos independientes ± Desvest. (A-B) Imágenes de 
fluorescencia determinadas por microcopía confocal representando la capacidad de diferenciación 
condrogénica de las CMM de un control sano (B) y un paciente de EM (C). El marcaje utilizado es Anti 
Colágeno tipo II para condrocitos. Como control negativo se usan CMM en medio de cultivo estándar 
(células sin diferenciar). 
Las CMM de pacientes de EM no presentan alterada su multipotencialidad; demostrando que 
poseen la misma capacidad diferenciadora, a los tres linajes estudiados, que las CMM obtenidas 
de controles sanos. 
5.3 VALORACIÓN DE LA CAPACIDAD INMUNOMODULADORA Y LA 
PRODUCCIÓN DE FACTORES NEUROTRÓFICOS DE LAS CMM DE 
CONTROLES Y PACIENTES 
 Valoración de la capacidad antiproliferativa 
Se estudia la capacidad antiproliferativa de las CMM frente a PBMC y células encefalitógenas de 
ratones EAE. 
 Efecto de las CMM de controles sanos y pacientes sobre la proliferación de las PBMC 
Para valorar la capacidad antiproliferativa de las CMM de controles y pacientes; éstas células se 
cultivaron en presencia de PBMC de donantes sanos estimuladas a una ratio 1:20, previamente 
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seleccionado, donde se detectó una mayor disminución de la proliferación, analizado por MTT y 
CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) mediante citometría de flujo. 
Como se muestra en la figura 7, las CMM de controles y pacientes disminuyeron significativamente 
la proliferación de las PBMC activadas, de individuos sanos, sin embargo no se observan 








Nuestros resultados muestran que la capacidad antiproliferativa de las CMM sobre las PBMC se 
produce de una forma dosis dependiente (ratio PBMC:CMM) ; sin embargo, es independiente de la 
procedencia de las CMM. 
 Efecto de las CMM de pacientes sobre la proliferación de las PBMC heterólogas vs 
autólogas 
Por otro lado, para estudiar más a fondo el potencial antiproliferativo de las CMM de pacientes de 
EM; se analizó el efecto de las CMM de un paciente sobre la proliferación de PBMC procedentes 
de un donante sano (heterólogas sanas) en comparación con PBMC procedentes del propio 
paciente de EM (autólogas) estimuladas mediante el ensayo colorimétrico de MTT. 
Como puede observarse en la figura 8, el potencial antiproliferativo es exactamente el mismo en 
ambos casos. Las CMM de pacientes de EM, disminuyen la proliferación de las PBMC, 
independientemente de su procedencia, lo que podría indicar que las CMM de pacientes también 




Figura 7. Proliferación de PBMC estimuladas 
en cocultivo con CMM de controles y 
pacientes de EM. Se determina por ensayo 
colorimétrico de MTT la proliferación de PBMC de 
donantes sanos estimuladas con PHA (20 µg/ml) 
en presencia de CMM de MO de controles sanos 
(n=4) (naranja) y pacientes de EM (n=6) 
(morado) durante 72 horas a una ratio 1:20 
(CMMMO:PBMC). Los datos representan la 
media de n=3 experimentos independientes ± 














 Efecto de las CMM de pacientes sobre la proliferación de las células encefalitógenas 
Otro de los puntos que se pretende analizar, es el efecto de las CMM sobre la proliferación de 
células encefalitógenas de ratones EAE inducidos con el péptido MOG35-55. Las células 
encefalitógenas son estimuladas con MOG35-55 y cocultivadas con CMM de controles y pacientes en 










Tras 72 horas en cultivo puede observarse (figura 9) una disminución de la proliferación de las 
células encefalitógenas en presencia de CMM procedentes tanto de controles como de pacientes 
sin existir diferencias relacionadas con su procedencia.  
 
Figura 9. Proliferación de células 
encefalitógenas de ratón en cocultivo con 
CMM de controles y pacientes de EM. Se 
determina por ensayo colorimétrico de MTT la 
proliferación de células encefalitógenas de 
ratones EAE (inmunizados con el péptido 
MOG35-55) estimuladas con MOG (25 µg/ml) 
en presencia de CMM de controles sanos 
(naranja) y pacientes de EM (morado) 
durante 72 horas a una ratio 1:20 
(CMM:PBMC). Los datos representan la 
media de n=3 experimentos independientes ± 
Desvest. *P<0.05 estadísticamente 
significativo. 
 
Figura 8. Proliferación de PBMC heterólogas 
y autólogas estimuladas en cocultivo con 
CMM de un paciente de EM. Se determina por 
ensayo colorimétrico de MTT la proliferación de 
PBMC de donantes sanos (heterólogas) y un 
paciente de EM (autólogas) estimuladas con 20 
µg/ml de PHA en presencia de CMM del mismo 
paciente de EM durante 72 horas a una ratio 
1:20 (CMM:PBMC). Los datos representan la 
media de n=3 experimentos independientes ± 


















 Valoración de la capacidad inmunomoduladora de CMM sobre PBMC 
Tras demostrar el potencial antiproliferativo de las CMM sobre las PBMC, evaluamos su capacidad 
inmunomoduladora mediante el análisis de citoquinas de los sobrenadantes de las proliferaciones 
de las PBMC en presencia de las CMM de controles y pacientes durante 72 horas mediante el 












Figura 10. Análisis de citoquinas. Se analizan por el ensayo colorimétrico ELISA las citoquinas IFN-gamma 
(A), IL4 (B), IL10 (C) e IL6 (D) de sobrenadantes de PBMC, estimuladas con PHA (20 µg/ml) en presencia de 
CMM de controles sanos (naranja) y pacientes de EM (morado) durante 72 horas a un ratio 1:20 
(CMM:PBMC). Los datos representan n=3 experimentos independientes ± Desvest. *P<0.05 
estadísticamente significativo. 
La producción de las citoquinas IFN-γ, IL-4, IL-10 e IL-6 por PBMC aumentó, en todos los casos, 
tras el estímulo con fitohemaglutinina (PHA). Las CMM, en ausencia de PBMC, presentan una 
producción de IFN-γ, IL-4 e IL-10 con valores muy bajos, sin mostrarse alterada en presencia de 
PHA. Sin embargo, las CMM producen IL-6 de forma constitutiva y, además, la concentración de 
esta citoquina, aumenta tras añadir PHA al medio, siendo superior a la producción de las PBMC 
estimuladas de forma independiente. 
En la figura 10 se muestra como la producción de las citoquinas IFN-γ (A) e IL-4 (B) por parte de 
las PBMC aumenta cuando son estimuladas con PHA, sin embargo, se encuentra disminuida en 









Para IL-10 (C) detectamos una mayor producción en el cocultivo, lo que nos indica que las CMM 
podrían estar favoreciendo la producción de esta citoquina por parte de las PBMC, aunque su 
proliferación se vea disminuida. En cuanto a la citoquina IL-6 (D) observamos que su producción se 
ve favorecida tanto en PBMC como en CMM estimuladas con PHA. Además, la combinación en el 
cultivo de PBMC y CMM produce unos niveles de citoquina por encima de los producidos por las 
células de manera individual.  
De todas las citoquinas analizadas, comparamos los resultados obtenidos en CMM de controles 
sanos y pacientes de EM. Como se muestra en la figura 10, la producción de la citoquina 
proinflamatoria, IFN-γ (A), se ve disminuida en el cocultivo independientemente de la procedencia 
de las CMM. Sin embargo, se detectan diferencias con las citoquinas anti inflamatorias IL-4 e IL-10; 
y la citoquina proinflamatoria IL-6. En el caso de IL-4 e IL-10, la presencia de CMM de pacientes 
tiene como consecuencia una mayor producción de la proteína en el cocultivo. En contraposición, 
la producción de IL-6 es menor en presencia de las CMM procedentes de pacientes. 
 Valoración de la producción del factor neurotófico NGF en CMM de controles y 
pacientes  
NGF es un factor secretado por las CMM importante por su implicación en la supervivencia 
neuronal, la diferenciación de progenitores neurales y el crecimiento de neuritas, pudiendo prevenir 
el daño axonal producido durante la EM. Estudiamos el factor neurotrófico NGF en sobrenadantes 







Las CMM de pacientes de EM producen la proteína de NGF (figura 11) en niveles similares a las 
CMM de controles sanos. Las observaciones indican que las CMM de los pacientes de EM 
conservan las propiedades neurotróficas características de este tipo celular. 
 
 
Figura 11. Producción del factor neurotrófico NGF 
por las CMM. Se analiza mediante el ensayo 
colorimétrico ELISA la producción de NGF en los 
sobrenadantes de los cultivos de CMM de controles 
sanos (n=4) (naranja) y pacientes de EM (n=6) 
(morado) durante 72 horas a una concentración inicial 
de 1x104 células/cm2. Los datos representan la media 









5.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO  CON CMM DE CONTROLES Y PACIENTES DE 
EM EN EAE 
 Modelo animal experimental 
 Inducción de la EAE 
En la literatura existe una alta variabilidad en el protocolo de inducción del modelo murino de EM. 
Para desarrollar nuestro modelo, evaluamos la EAE realizando modificaciones de diferentes 
variables que puedan influir en la inmunización de los ratones como son la cantidad de proteína 
(MOG) inoculada y el sexo de los ratones. 
La mayoría de los protocolos comparten las mismas cantidades de M. Tuberculosis y Toxina 
Pertussis, pero la variable que más se modifica entre protocolos es la cantidad de péptido (MOG35-
55) inoculado. 
Para poder desarrollar nuestro modelo murino de EAE, analizamos la influencia de las diferentes 
cantidades de proteína MOG presentes en el inóculo sobre la sintomatología de los ratones. Todos 
los ratones son inmunizamos con 2mg de M. Tuberculosis, 1µg de Toxina Pertussis y diferentes 









En la figura 12 podemos observar que la inmunización con 200 y 300µg de MOG desarrolla un 
modelo mucho más heterogéneo y en el que no observamos una escala clínica suficiente para 
evaluar el daño axonal. 
Entre 500 y 700µg observamos (figura 12) un desarrollo de signos suficientes para evaluar daño 
axonal con un modelo más homogéneo, aunque el aumento de la concentración de proteína no 
refleja ningún cambio en la escala clínica lo que nos permite alcanzar la sintomatología deseada 
inoculando 500µg de MOG35-55. 
Figura 12. Modificación de la cantidad 
de MOG en la inducción de la EAE. La 
EAE se indujo por la inmunización con 
MOG35-55 en ratones C57BL/6 usando 
distintas cantidades de proteína en el 
inoculo: 200µg MOG35-55, 300µg MOG35-
55, 500µg MOG35-55 y 700µg MOG35-55. 
Los signos clínicos se evaluaron como se 
describe en  materiales y métodos. Los 
valores representan la media del grado 







La EM es una enfermedad con una frecuencia de dos a tres veces superior en mujeres, por ello 
una variable importante a tener en cuenta en nuestro modelo de EAE es el sexo de los ratones 
inmunizados. En relación a este tema hay controversia en la literatura.  
Ratones machos y hembras de entre 6 y 8 semanas son inmunizados con 2mg de M. Tuberculosis, 








En la figura 13 podemos observar que la EAE, se desarrolla del mismo modo y alcanza el mismo 
grado en la escala clínica, tanto en machos como en hembras de la misma edad. 
En la figura 14 se muestra la estandarización de nuestro modelo animal de EAE. Hembras de la 
cepa C57BL/6 de entre 6 y 8 semanas de edad son inoculadas con 2mg de M. Tuberculosis, 1µg 











Figura 13. Influencia del género en la inducción de 
la EAE. La EAE se indujo por la inmunización con 
500µg MOG35-55 en ratones C57BL/6 usando distinto 
sexo: EAE- Hembras y EAE- Machos. Los signos 
clínicos se evaluaron como se describe en materiales 
y métodos. Los valores representan la media del 
grado clínico de cada grupo ± SEM, n=5 ratones por 
grupo. El análisis de los resultados se realiza usando 
Mann-Whitney U test. * P<0.05. 
 
Figura 14. Estandarización del modelo de EAE. La 
EAE se indujo por la inmunización con 500µg MOG35-55 
en ratones hembra C57BL/6 entre 6-8 semanas de 
edad. Grupo 1: EAE y Grupo 2: Control Sano. Los 
signos clínicos se evaluaron como se describe en 
materiales y métodos. Los valores representan la media 







 Evaluación del efecto de las CMM en ratones EAE 
En la literatura, se ha observado que el tratamiento de la EAE con CMM, disminuye los signos 
clínicos de la enfermedad, sin embargo, no existe ningún consenso en el protocolo a seguir, en 
cuanto a la vía de administración, el número de células, los días y la frecuencia de administración. 
Con el objetivo de valorar el tratamiento con CMM en nuestro modelo de EAE, realizamos 
diferentes protocolos con CMM de controles sanos; comparando las vías de administración i.p e i.v 
e inoculando diferentes concentraciones de células (de 0.5x106 hasta 4x106), que fueron 
administradas en diferentes días del desarrollo de la EAE en una o varias infusiones (de una a seis 
infusiones diferentes). El grupo para comparar nuestros tratamientos será el de los animales EAE 
control, ya que, tras múltiples experimentos, no observamos ninguna diferencia en el 
comportamiento y evolución de la EAE entre los grupos control de EAE y los animales EAE 
tratados con el vehículo de las CMM (PBS 1X). De esta manera disminuimos el número de grupos 
y por lo tanto el número de animales utilizados en cada experimento. 
Por ello, nuestros experimentos se centran en el tratamiento de los ratones con CMM 
administradas mediante las vías i.p e i.v. En ambas administraciones, los ratones no admitieron 
una concentración superior a los 2x106 células en una sola dosis. En el caso de varias 
administraciones, no se pudo superar el 1.5x106 células por infusión, pudiendo llegar a un total de 
4x106 células administradas en varias infusiones. 
Debido a que el momento de administración de las células, es un factor clave en el tratamiento de 
la EAE, comparamos el tratamiento por vía i.v con 2x106 células repartidas en dos infusiones de 
1.5x106 y 0.5x106 células, que se administraron en los días 2 y 7 (días previos) o en los días 7 y 20 
(días posteriores) posteriores al inicio de los signos clínicos, respectivamente. Como se muestra en 
la figura 15, no se observó reducción de los signos clínicos, tras el tratamiento de los animales en 
días previos (A) ni posteriores (B); sin embargo, se detecta una tendencia a la disminución cuando 
la administración de las células, se realiza en los días previos al inicio de los signos clínicos, 
poniendo de manifiesto la importancia del momento en el que se inicia el tratamiento, durante el 

















Figura 15. Efecto terapéutico de CMM en EAE. La EAE se indujo por la inmunización con MOG35-55 en 
ratones C57BL/6. Los ratones se trataron por vía i.v con 2x106 de CMM divididas en dos administraciones de 
1.5x106 y 0.5x106 células en 200µl de volumen final en los días 2 y 7 (A) y los días 7 y 20 (B), posteriores a la 
inmunización (DPI). Los signos clínicos se evaluaron como se describe en materiales y métodos. Las flechas 
negras indican la administración de CMM. Los valores representan la media del grado clínico de cada grupo 
± SEM, n=5 ratones por grupo. El análisis de los resultados se realiza usando Mann-Whitney U test. * P<0.05 
en comparación con ratones control de EAE. 
Tras seleccionar nuestra ventana terapéutica en los primeros días del desarrollo de la EAE, 
comparamos la vía de administración de las células. Los ratones son tratados con un total de 2x106 
CMM, administradas por vía i.v e i.p en los días 0, 2 y 7 DPI, y repartidas en tres dosis de 1x106, 
0.5x106 y 0.5x106, respectivamente. En la figura 16, podemos observar como los ratones EAE 
tratados por vía i.v con 2x106 CMM (A) presentan una escala de discapacidad significativamente 
menor a los ratones EAE control (1,05±0,35 frente a 4,24±0,3 respectivamente) en el día de 
máximo grado de la EAE (17 DPI); sin embargo, los ratones inoculados con 2x106 CMM por vía i.p 
(B) no presentan diferencias con respecto al grupo EAE control (3,79±0,04 frente a 3,63±0,3 
respectivamente). Cuando comparamos la escala de discapacidad de los ratones, en el día de 
máxima escala clínica (20DPI); observamos que disminuye significativamente en los ratones EAE 
tratados con 2x106 CMM por vía i.v (C), mientras que por vía i.p (D) no observamos diferencias con 
respecto al grupo EAE control. 
En cuanto a la vía i.p, obtuvimos una reducción de los signos clínicos, en el 40% de los 

























Figura 16. Efecto terapéutico de CMM inoculadas por vía i.v e i.p en EAE. La EAE se indujo por la 
inmunización con MOG35-55 en ratones C57BL/6. Los ratones se trataron por vía i.v (A) o i.p (B), con 2x106 de 
CMM divididas en tres administraciones de 1x106, 0.5x106 y 0.5x106 células en 200µl de volumen final en los 
días 0, 2 y 7, respectivamente, posteriores a la inmunización. Los signos clínicos se evaluaron como se 
describe en materiales y métodos. Las flechas negras indican la administración de CMM. Los valores 
representan la media del grado clínico de cada grupo ± SEM, n=5 ratones por grupo. Media de la escala de 
discapacidad de cada grupo de ratones el día 20 DPI tras el tratamiento con CMM por vía i.v (C) e i.p (D). El 
análisis de los resultados se realiza usando Mann-Whitney U test. * P<0.05 en comparación con ratones 
control de EAE. 
Tras observar una reducción de los signos clínicos en los animales EAE, tras la administración de 
CMM en los días previos al inicio de los signos clínicos; pensamos que se podría obtener mayor 
efectividad aumentando el número de células y administrándolas durante días posteriores, cuando 
los signos clínicos vuelven a aumentar, quizá por la pérdida de eficacia terapéutica de las CMM. 
Buscando un mayor efecto terapéutico, se realizaron tratamientos por vía i.v con un total de 4x106 
células en los días 0, 2, 7, 14, 16 y 21 DPI, repartidas en 6 infusiones de 1x106, 0.5x106, 0.5x106, 
1x106, 0.5x106 y 0.5x106 CMM, respectivamente. Sin embargo, como se muestra en la figura 17, 





















Figura 17. Efecto terapéutico de CMM en EAE. La EAE se indujo por la inmunización con MOG35-55 en 
ratones C57BL/6. Los ratones se trataron por vía i.v con 4x106 de CMM divididas en seis administraciones de 
1x106, 0.5x106, 0.5x106, 1x106, 0.5x106 y 0.5x106 de células en 200µl de volumen final en los días 0, 2, 7, 14, 
16 y 21, respectivamente, posteriores a la inmunización (A). Los signos clínicos se evaluaron como se 
describe en materiales y métodos. Las flechas negras indican el inicio del tratamiento con CMM. Media de la 
escala de discapacidad de cada grupo de ratones en el día 20 DPI (B).  Los valores representan la media del 
grado clínico de cada grupo ± SEM, n=5 ratones por grupo. El análisis de los resultados se realiza usando 
Mann-Whitney U test. *P<0.05 en comparación con ratones control de EAE. 
 Evaluación de los ratones EAE tratados con CMM de pacientes y controles sanos 
Una vez seleccionado el tratamiento adecuado (vía, dosis y frecuencia) con CMM de controles 
sanos, se llevaron a cabo los experimentos comparativos con CMM de controles sanos y pacientes 
de EM. 
 Tratamientos 
Los ratones EAE se tratan con 2x106 CMM de controles sanos y pacientes de EM por vía i.v 
repartidas en dosis de 1x106, 0.5x106 y 0.5x106 células en los días 0, 2 y 7, respectivamente, tras la 
inducción de EAE. 
En la figura 18 se muestra la evolución clínica de los ratones EAE tratados con CMM de controles 




























































































































































































































































































































































































































































































































































































En la figura 19, se pueden observar las medias de los tratamientos con CMM de controles sanos y 
pacientes de EM de los dos experimentos donde se muestra una reducción significativa de los 
signos clínicos.  
Podemos concluir que existe una reducción significativa de los signos clínicos tras el tratamiento 
con CMM, que no correlaciona con la procedencia de las células (control sano o paciente). 
Además, se observa que los resultados presentan cierta heterogenidad, como consecuencia de la 
variabilidad existente entre las células de los diferentes individuos, con independencia del grupo de 













Figura 19. Efecto terapéutico de CMM en EAE. Curso clínico de ratones EAE (n=8) inoculados con MOG35-
55 (rojo) de dos experimentos diferentes (A y B) comparado con los ratones EAE tratados por vía i.v con 
2x106 CMM de Controles Sanos (verde) n=7 y pacientes de EM (morado) n=7 durante 32 días posteriores a 
la inoculación (DPI). Los signos clínicos se evaluaron como se describe en materiales y métodos. Las flechas 
negras indican la administración de CMM. Media de la escala de discapacidad de cada uno de los grupos de 
ratones en el día 20 DPI del experimento A (C) y del experimento B (D). Los valores representan la media del 
grado clínico de cada grupo ± SEM. El análisis de los resultados se realiza usando Mann-Whitney U test. 
*P<0.05 en comparación con ratones control de EAE (* CMM Sanos y * CMM EM). 
 Histología   
Tras lo expuesto anteriormente y observando que el tratamiento de los ratones EAE con CMM, 







histológico de la inflamación, desmielinización y daño axonal en la zona lumbar de la médula de 
dichos animales. 
La inflamación en la EAE se caracteriza por un aumento de la infiltración de células inmunitarias 
circulantes. Para la valoración del grado de infiltración, se realizaron tinciones con H&E en cortes 
histológicos de médula ósea a nivel de la zona lumbar. Como puede observarse en la figura 20, 
existe un aumento del número de infiltrados en la zona de las meninges de las médulas de los 
ratones EAE. En el caso, de los animales tratados con CMM hay una disminución significativa de la 
inflamación cuando comparamos con los ratones no tratados, sin embargo, no se detectan 













Algunos de los infiltrados presentes en la médula de ratones EAE son linfocitos CD3 y macrófagos. 
Por ello, valoramos la presencia de estas poblaciones celulares en las médulas de nuestros 
animales de estudio por inmunofluorescencia mediante microscopía confocal. 
Nuestros resultados muestran un aumento de los linfocitos CD3 (figura 21) y F4/80 (figura 22) en 
los ratones EAE. Sin embargo, cabe destacar que los ratones tratados con CMM (procedentes de 
donantes sanos y pacientes), presentan unos niveles de ambas poblaciones similares a los de los 
ratones sanos. 
A 
Figura 20. Inflamación en el 
tratamiento con CMM. 
Imágenes por microscopía (5x 
y 10x), tras la tinción con 
hematoxilina y eosina, de las 
secciones lumbares de la 
médula ósea de un ratón sano 
y un ratón EAE, un ratón EAE 
tratado con CMM de un control 
sano y un ratón EAE tratado 
con CMM de un paciente de 
























Figura 21. Linfocitos CD3 y F4/80 infiltrados en el tratamiento con CMM. Imágenes por microscopía 
confocal (10x) de las secciones lumbares de la médula ósea, a día 32 DPI, de un ratón sano, un ratón EAE, 
un ratón EAE tratado con 2x106 de CMM de un control sano y un ratón EAE tratado con 2x106 de CMM de un 
paciente de EM por vía i.v a los 0, 2 y 7 días posteriores a la inmunización. El panel muestra linfocitos 
infiltrados, mediante TO-PRO (núcleos), CD3 (linfocitos)  y MERGE que es la colocalización de los 3 
anteriore. (B) Se muestran imágenes de macrófagos infiltrados mediante el marcaje de  TO-PRO, F4/80 que 
marca macrófagos y MERGE. (C-D) Análisis cuantitativo de fluorescencia mediante microscopía confocal del 
marcaje de CD3 (C) y F4/80 (D) en un ratón sano (azul), un ratón EAE (rojo), un ratón tratado con CMM de 





























Figura 22. Inflamación, desmielinización y daño axonal en el tratamiento con CMM. (A) Imágenes por 
microscopía confocal (10x) de las secciones lumbares de la médula ósea, a día 32 DPI, de un ratón sano, un 
ratón EAE, un ratón EAE tratado con 2x106 de CMM de un control sano y un ratón EAE tratado con 2x106 de 
CMM de un paciente de EM por vía i.v a los 0, 2 y 7 días posteriores a la inmunización. Los paneles 
muestran infiltrados mediante TO-PRO (núcleos), desmielinización con MBP y daño axonal con SMI-32 que 
maraca neurofilamentos no fosforilados. (B-C) Análisis cuantitativo de fluorescencia mediante microscopía 
confocal de los marcajes de MBP (B) y SMI 32 (C) en un ratón sano (azul), un ratón EAE (rojo), un ratón 
tratado con CMM de un control sano (naranja) y un ratón tratado con CMM de un paciente de EM (morado). 
Otros aspectos importantes en la EAE, son la desmielinización y el daño axonal. Para evaluar estos 









marcajes con TO-PRO para marcar núcleos, con Proteína Básica de Mielina (MBP) para valorar 
desmielinización y con SMI-32 (neurofilamentos no fosforilados) para valorar el daño axonal (figura 
22). 
Se observó un aumento de la señal SMI-32, indicando daño axonal, y una disminución de la señal 
de MBP, debido al proceso de desmielinización, en la médula de los ratones EAE. Sin embargo, no 
se mostraron diferencias en los animales tratados con CMM de controles o paciente de EM, 
encontrando niveles similares de daño axonal y desmielinización a los encontrados en los ratones 
sanos. 
Por otro lado, debido a la importancia del sistema cannabinoide en la EM, ya mencionada en  la 
introducción, se analiza la expresión de CB1 y CB2 en la médula de los ratones por 
inmunofluorescencia. 
Tras la cuantificación de ambos receptores, observamos que la expresión de CB1 disminuye en el 
grupo de los ratones EAE, pero se mantiene a nivel de los controles sanos en los ratones tratados 
con CMM; sin embargo, la expresión de CB2 siguen un patrón inverso, aumenta su expresión en el 
grupo EAE y permanece en niveles más bajos en los ratones tratados de manera similar a los 
controles sanos. En ambos casos no se observan diferencias en la expresión de ambos receptores 

































Figura 23. CB1 y CB2 en el tratamiento con CMM.  Imágenes por microscopía confocal (10x) de las 
secciones lumbares de la médula ósea, a día 32 DPI, de un ratón EAE, un ratón EAE tratado con CMM de un 
Control Sano y un ratón EAE tratado con CMM de un paciente de EM. El panel A muestra infiltrados 
mediante TO-PRO (núcleos), CB1 (receptor de cannabinoides Tipo 1) y MERGE que es la colocalización de 
los 2 anteriores; y el panel B el marcaje de TO-PRO, CB2 (receptor de cannabinoides Tipo 2) y MERGE. (C-
D) Análisis de fluorescencia mediante microscopía confocal del marcaje de CB1 (C) y CB2 (D) en un ratón 
sano (azul), un ratón EAE (rojo), un ratón tratado con CMM de un control sano (naranja) y un ratón tratado 












5.5 CARACTERIZACIÓN DE LOS RECEPTORES CB1 Y CB2 EN LAS CMM Y DE SU 
RESPUESTA FRENTE A CANNABINOIDES ENDÓGENOS Y EXÓGENOS 
 
 Caracterización de los receptores CB1 y CB2 en CMM de controles y pacientes  
Uno de los objetivos de este trabajo es analizar si la expresión de los receptores de cannabinoides 
en las CMM, está condicionada por su procedencia (control o paciente de EM), ya que otros 
autores, han detectado mayor expresión de CB1 y CB2 en células procedentes de pacientes de EM. 
Para ello, caracterizamos los receptores de cannabinoides (CB1 y CB2) mediante el análisis de 
proteína por microscopía confocal y citometría de flujo; y el análisis de ARNm por PCR en tiempo 
real. 
 Expresión ARNm 
Para caracterizar el sistema endocannabinoide en las CMM, analizamos la expresión génica de los 
receptores de cannabinoides (CB1 y CB2) y del enzima FAAH, ya que son algunos de los 
principales componentes del SEC.  
La expresión de CB1, CB2 y FAAH en CMM de controles sanos y pacientes de EM, se detecta 
mediante PCR en tiempo real. Como se muestra en la figura 24, en los tres casos, se trata de 
niveles muy bajos de expresión. Sin embargo, no existen diferencias en la expresión de CB1 (A), 







Figura 24. Expresión de los receptores CB1 y CB2 en CMM. Detección por PCR en tiempo real de los 
niveles de expresión relativos de CB1 (A) y CB2 (B) y FAAH (C) en CMM de controles sanos (n=4) (naranja) y 
pacientes de EM (n=6) (morado). Los cálculos de obtienen relativizando a SDHA. Los datos representan la 
media de n=3 experimentos independientes ± Desvest.  
Podemos concluir que, las CMM expresan CB1, CB2 y FAAH en niveles muy bajos. Además, al 
comparar las CMM de controles y pacientes de EM no se detectan diferencias en la expresión de 
dichos elementos. 

















 Expresión proteica 
Para estudiar la expresión de CB1 y CB2 en CMM de controles y pacientes de EM a nivel de 
proteína, usamos las técnicas de citometría de flujo y microscopía confocal. 
En la figura 25 observamos la expresión de CB1 y CB2 en las CMM de un control sano (A-B) y un 
paciente de EM (C-D) en superficie, y a nivel intracelular, por citometría de flujo. Son imágenes 
representativas de las CMM de un donante sano y un paciente de EM, pero se detectan diferencias 











Figura 25. Expresión de los receptores CB1 y CB2 en CMM. (A) Histogramas de citometría de flujo de la 
expresión de CB1 (azul) y CB2 (naranja) en superficie (A-B) e intracelular (C-D) en CMM de un control sano y 
un paciente de EM respectivamente. Como isotipo se utilizan las células marcadas con PE.  
Cuando analizamos la expresión de ambos receptores en las muestras de controles y pacientes 
(figura 26), detectamos que la expresión de CB1 (A) y CB2 (B) en superficie es significativamente 
mayor en CMM de pacientes. Sin embargo, dichas diferencias no existen cuando comparamos la 
expresión de CB1 (C) y CB2 (D) a nivel intracelular, encontrando niveles de proteína idénticos en las 
CMM de pacientes y controles. Además, podemos comprobar que CB1 y CB2 se encuentran 

























Figura 26. Expresión de los receptores CB1 y CB2 en CMM. Análisis por citometría de flujo de CB1 y CB2 
en CMMMO de controles sanos (n=4) (naranja) y pacientes de EM (n=5) (morado) comparando los niveles 
de proteína en superficie (A-B) e intracelular (C-D). Los datos representan la media de n=3 experimentos 
independientes ± Desvest. 
Cuando analizamos la expresión de los receptores por microscopía confocal (figura 27), 
observamos que las CMM de controles sanos y pacientes de EM expresan CB1 (A) y CB2 (B) a 
nivel intracelular. En la figura, como control negativo de CB2 se muestran las células del estriado de 
rata (M213-20), y como control positivo de expresión, las células HT29, hepatocitos transfectados 
con una construcción que sobre expresa CB2. Para CB1, como control negativo de expresión se 
muestran de nuevo las células M213-20 que tampoco expresan CB1 y como control positivo, se 
















































Figura 27. Expresión de los receptores CB1 y CB2 en CMM tras permeabilizar. Determinación por 
microscopía confocal de CB1 y CB2 intracelular. Imágenes representativas de CMM de un control y un 
paciente de EM, con sus respectivos controles de expresión. Como control negativo de CB2 se muestran las 
células M213-20, y como control positivo, las células HT29-CB2 (A). Para CB1, como control negativo se 
muestran las células M213-20 y como control positivo, las células PC12 (B). Los marcadores usados son: 
núcleos (ToPro), el receptor de cannabinoides 2 (CB2) el receptor de cannabinoides 1 (CB1) y la 
colocalización de los anteriores (Merge).  
En la figura 28 se representa la cuantificación de la fluorescencia para CB1 y CB2 en las CMM por 
microscopía de fluorescencia. Como puede observarse no existen diferencias en la expresión de 
ambos receptores, comparando las CMM de controles y pacientes. Tampoco, se detectan 
diferencias en la expresión de uno u otro receptor. Estos resultados, coinciden con la expresión de 








































Figura 28. Expresión de los receptores CB1 y CB2 en CMM. Medias de la IMF de CB1 (A) y CB2 (B) en 
CMM de controles sanos (n=1) (naranja) y pacientes de EM (n=2) (morado) mediante microscopía confocal. 
Los datos representan la media de n=4 muestras ± Desvest. 
Los resultados muestran una expresión similar, a nivel de ARN, de CB1 y CB2 similar en CMM de 
controles sanos y pacientes de EM. Los datos tomados a nivel de proteína, indican una mayor 
expresión de CB2 y CB1 en CMM procedentes de EM en superficie. Sin embargo, cuando 
analizamos la expresión intracelular de los receptores, observamos que no existen diferencias 
entre CMM de controles y pacientes. 
 Respuesta de las CMM frente a cannabinoides endógenos y exógenos 
 Elección de los compuestos cannabinoides y concentraciones de toxicidad 
Tras demostrar que las CMM de controles y pacientes de EM expresan CB1 y CB2, uno de los 
objetivos de este trabajo es estudiar el efecto que los cannabinoides tienen sobre las distintas 
características y propiedades de estas células.  
Se realiza un análisis previo de dosis-respuesta, de cada uno de los cannabinoides seleccionados, 
para establecer las concentraciones que se utilizarán en los estudios posteriores. Elegimos dos 
cannabinoides exógenos, ya descritos en la literatura por sus propiedades antiinflamatorias y de 
mejoría de la evolución clínica en la EAE, cuya vía de acción se desarrolla a través de los dos 
receptores CB1 y CB2 (WIN), o de forma independiente a los mismos (CBD). Como cannabinoide 
endógeno elegimos la AEA; ya que se trata de un ligando endógeno para CB1 y CB2 con efectos 
inmunomoduladores y antiinflamatorios.  
Evaluamos el efecto de los compuestos elegidos sobre la viabilidad de las CMM por la técnica 
colorimétrica de MTT. Para ello, realizamos una curva de toxicidad de las CMM tras el tratamiento 
con WIN, CBD y AEA a concentraciones de 0,1; 1; 5; 10 y 20µM durante 48 y 72 horas, 7 y 15 días 
en cultivo. 
 




















Figura 29. Curva de toxicidad de los compuestos cannabinoides en las CMM. Se mide la proliferación 
de las CMM en presencia de los compuestos cannabinoides WIN (azules), CBD (morados) y AEA (verdes) 
a concentraciones crecientes (0,1; 1; 5; 10 y 20µM) mediante la técnica colorimétrica de MTT. Las CMM 
fueron incubadas (5.000 células/cm2) con las concentraciones indicadas durante 48h, 72h, 7 y 15 días. Como 
control se utilizó el vehículo (DMSO o ETOH) con el que son resuspendidos los cannabinoides a la máxima 
concentración. Los datos representan la media (n=3) ± Desvest. 
Como podemos comprobar en la figura 29 el tratamiento con WIN no afecta a la viabilidad de las 
CMM en cultivo durante 15 días hasta una concentración de 1µM. A partir de una concentración de 
5µM observamos una disminución de la viabilidad del cultivo desde las 72 horas. En cuanto al 
tratamiento con CBD, las CMM no ven modificada su viabilidad hasta una concentración de 5µM 
durante los 15 días en cultivo, sin embargo, a partir de 10µM el cultivo disminuye significativamente 
su viabilidad. Por otro lado, el tratamiento con AEA, no parece afectar a la viabilidad de las CMM, 
ya que a partir de la concentración de 5µM las células disminuyen su viabilidad tras 7 días en 
cultivo, efecto que parece desaparecer a los 15 días. 









Teniendo en cuenta todos los resultados, los tratamientos elegidos para todo el estudio serán WIN 
1µM, CBD5 µM y AEA 5µM, ya que son concentraciones no tóxicas para las CMM. 
 
 Evaluar la capacidad de formación de colonias de las CMM 
Analizamos si la capacidad de formar UFC de las CMM de controles y pacientes de EM se ve 
afectada tras el tratamiento con cannabinoides endógenos y exógenos. 
Las CMM de controles y pacientes, se tratan con los cannabinoides exógenos WIN y CBD a una 
concentración de 1 y 5µM respectivamente; y con el cannabinoide endógeno AEA a una 








Como podemos comprobar en la figura 30 el tratamiento con los compuestos cannabinoides no 
afecta a la capacidad de formar colonias de las CMM de controles y pacientes de EM. 
 Evaluar la transformación trilinear de las CMM 
El tratamiento de las CMM con cannabinoides tanto endógenos como exógenos puede estar 
afectando a los procesos de adipogénesis, osteogénesis y condrogénesis; así como modificando la 
expresión de los receptores de cannabinoides CB1 y CB2 en las CMM diferenciadas de controles y 
pacientes de EM. 
En este caso las CMM de controles y pacientes se someten a los procesos de adipogénesis, 
osteogénesis y condrogénesis; y además, son tratadas con los cannabinoides exógenos WIN y 
CBD a una concentración de 1 y 5µM respectivamente; y con el cannabinoide endógeno AEA a una 
concentración de 5µM. 
Figura 30. UFC de las CMM tras el 
tratamiento con cannabinoides. 
Comparativa entre las medias del número de 
colonias formadas por las CMM de controles 
(naranja) y pacientes de EM (morado) en 
medio estándar (-), con los Vehículos 
(DMSO y ETOH) y con los distintos 
compuestos WIN (1µM), CBD (5µM) y AEA 
(5µM) tras 15 días en cultivo. Los datos 
representan la media de n=6 experimentos 






Las diferenciaciones de las CMM hacia células de linaje adipogénico, osteogénico y condrogénico 















No existen cambios en el proceso adipogénico de las CMM de controles y pacientes de EM tras el 
tratamiento con cannabinoides (figura 31 A). Sin embargo, como se puede comprobar en la figura 
31 B, tanto las CMM de pacientes como de controles tratadas con CBD y AEA muestran una 
tendencia a aumentar su proceso de diferenciación osteogénica sin ser significativa.  
En cuanto al proceso de condrogénesis no se observa ningún tipo de cambio en la formación de 
matriz y por tanto en la producción de colágeno tipo II en las CMM de controles y pacientes tras el 















Figura 31. Diferenciación trilinear 
de las CMM tras el tratamiento 
con cannabinoides. Medias de la 
IMF de expresión de los marcadores 
de diferenciación a adipocitos 
(AdipoRed) (A), osteocitos (HA) (B) 
y condrocitos (Colágeno tipo II) (C) 
de células de controles (naranja) y 
pacientes de EM (morado) en 
medio estándar (-), con los 
Vehículos (DMSO y ETOH) y con los 
distintos compuestos WIN (1µM), 
CBD (5µM) y AEA (5µM) tras 15 
días en cultivo. Los datos 
representan la media de n=3 






 Evaluar la capacidad antiproliferativa  
Para estudiar si la capacidad inmunomoduladora de las CMM se ve alterada tras el tratamiento con 
cannabinoides endógenos y exógenos, las CMM de controles y pacientes de EM se cultivan en 
presencia de PBMC aisladas de sangre periférica de donantes sanos estimuladas, o con células 
encefalitógenas de ratón, estimuladas durante 3 días. En ambos casos, los cocultivos son tratados 
con los distintos compuestos cannabinoides. 
Antes de comenzar el ensayo se realiza una curva de toxicidad de distintas concentraciones (0,1; 
1; 5; 10 y 20 µM) de los compuestos cannabinoides WIN, CBD y AEA sobre las PBMC durante 72 
horas en cultivo. 
Se puede comprobar en la figura 32 que las concentraciones de WIN y CBD superiores a 1µM y 
5µM respectivamente, son tóxicas para las PBMC a partir de las 72 horas en cultivo. Por el 















Figura 32. Curva de toxicidad de los 
compuestos cannabinoides en las PBMC. 
Se mide la proliferación de las PBMC sin 
estimular (-) (azul) y estimuladas con 20µg/ml 
PHA (rojo) en presencia de los compuestos 
cannabinoides WIN, CBD y AEA a 
concentraciones crecientes (0,1; 1; 5; 10 y 
20µM) mediante la técnica colorimétrica de 
MTT. Las PBMC fueron incubadas (250.000 
células/pocillo) con las concentraciones 
indicadas durante 72h. Se utilizan los 
vehículos (DMSO o ETOH) disueltos a la 
máxima concentración. Los datos representan 










Podemos concluir que los tratamientos con compuestos cannabinoides seleccionados para los 
estudios con CMM (WIN 1µM, CBD 5µM y AEA 5µM) no son tóxicos para las PBMC en cultivo 
durante 72 horas. Por ello, estos mismos tratamientos serán utilizados para los estudios realizados 
en cocultivo (CMM:PBMC). 
o Efecto de las CMM sobre la proliferación de las PBMC 
Para analizar el efecto de los compuestos cannabinoides sobre el potencial antiproliferativo de las 
CMM sobre las PBMC, el cocultivo celular (CMM:PBMC) es tratado con WIN, CBD y AEA a unas 
concentraciones de 1, 5 y 5µM respectivamente, durante 3 días. La cuantificación de la 












En la figura 33 se muestra que las CMM de controles sanos y pacientes de EM disminuyen la 
proliferación de las PBMC de manera significativa. Sin embargo, esta capacidad para disminuir la 





Figura 33. Proliferación de PBMC 
estimuladas en cocultivo con CMM de 
controles y pacientes de EM tras el 
tratamiento con cannabinoides. Se 
determina por ensayo colorimétrico de MTT 
la proliferación de PBMC de donantes sanos 
estimuladas con PHA (20µg/ml) en 
presencia de CMM de controles sanos (n=4) 
(naranja) y pacientes de EM (n=6) (morado) 
durante 72 horas a un ratio 1:20 
(CMM:PBMC) en condiciones de cultivo 
estándar (-), con los vehículos (DMSO y 
ETOH) y con los distintos compuestos WIN 
(1µM), CBD (5µM) y AEA (5µM) tras 15 días 
en cultivo. Los datos representan la media 






o Efecto de las CMM sobre la proliferación de las células encefalitógenas 
Evaluamos el efecto antiproliferativo de las CMM sobre las células encefalitógenas murinas tras el 
tratamiento del cocultivo (CMM:encefalitógenas) con los compuestos cannabinoides WIN (1µM), 
CBD (5µM) y AEA (5µM) durante 72 horas. 
El tratamiento con los distintos compuestos cannabinoides (figura 34) no altera la disminución de 
la proliferación de las células encefalitógenas que produce la presencia de CMM de controles y 













 Evaluar la capacidad inmunomoduladora de las CMM sobre la proliferación de las PBMC 
Tras mostrar anteriormente, que la capacidad antiproliferativa de las CMM de controles y pacientes 
sobre las PBMC no se ve modificada tras el tratamiento con compuestos cannabinoides; 
analizamos los posibles efectos en la producción de las citoquinas IL-4, IL-6, IFN-γ e IL-10 tras 72 




Figura 34. Proliferación de células 
encefalitógenas de ratón en cocultivo con 
CMM de controles y pacientes de EM tras 
el tratamiento con cannabinoides. Se 
determina por ensayo colorimétrico de MTT la 
proliferación de células encefalitógenas de 
ratones EAE (inmunizados con el péptido 
MOG35-55) estimuladas con MOG (25µg/ml) 
en presencia de CMM de controles sanos 
(n=2) (naranja) y pacientes de EM (n=2) 
(morado) durante 72 horas a un ratio 1:20 
(CMM:encefalitógenas) en condiciones de 
cultivo estándar (-), con los Vehículos (DMSO 
y ETOH) y con los distintos compuestos WIN 
(1µM), CBD (5µM) y AEA (5µM) tras 15 días 
en cultivo. Los datos representan la media de 




















Figura 35. Análisis de citoquinas tras el tratamiento con compuestos cannabinoides. Se analizan por el 
ensayo colorimétrico ELISA las citoquinas IL-4 (A), IL-6 (B), IL-10 (C) e IFN-γ (D) de sobrenadantes de 
PBMC, estimuladas con PHA (20µg/ml) en presencia de CMM de controles sanos (naranja) y pacientes de 
EM (morado) tras el tratamiento con CBD (5µM) o su vehículo (DMSO) durante 72 horas a un ratio 1:20 
(CMM:PBMC). Los datos representan n=3 experimentos independientes ± Desvest.  
En la figura 35, observamos que la producción de IFN-γ (A) disminuye en el cocultivo de CMM y 
PBMC estimuladas con PHA. Aunque no se detectan diferencias entre CMM de controles y 
pacientes, observamos una disminución de la producción de IFN-γ en las PBMC tratadas con CBD 
sin verse afectado por la presencia de CMM. Existe una disminución de la producción de IL-4 en el 
cocultivo con CMM, significativamente mayor en presencia de CMM de controles (B). En el cultivo 
de CMM de controles y PBMC estimuladas, existe una cantidad de proteína IL-10 (C) muy similar a 
la producida por las PBMC solas, sin embargo, la cantidad de proteína aumenta de manera 
significativa en presencia de CMM de pacientes. La producción de IL-6 aumenta de manera 
significativa en el cultivo de PBMC en presencia de CMM de controles y pacientes. 








 Valorar la producción de factores neurotróficos 
Mediante el ensayo colorimétrico ELISA se evalúa el efecto de los compuestos cannabinoides WIN, 
CBD y AEA en la producción de NGF por parte de las CMM de controles sanos y pacientes de EM 











Como puede observarse en la figura 36, las CMM no ven modificada la producción de NGF tras el 
tratamiento con los distintos compuestos cannabinoides, independientemente de su procedencia 
(controles o pacientes). 
Figura 36. Producción del factor neurotrófico 
NGF por las CMM tras el tratamiento con 
cannabinoides. Se analiza mediante el ensayo 
colorimétrico ELISA la producción de NGF en los 
sobrenadantes de los cultivos de CMM de controles 
sanos (n=3) (naranja) y pacientes de EM (n=4) 
(morado) durante 72 horas a una concentración 
inicial de 1x104 células/cm2 en condiciones normales 
(-), con los Vehículos (DMSO y ETOH) y con los 
distintos compuestos WIN (1µM), CBD (5µM) y AEA 
(5µM) tras 15 días en cultivo. Los datos representan 












El potencial de neuroprotección, las propiedades de reparación y los resultados obtenidos en 
estudios in vivo, han justificado ensayos clínicos para explorar el uso de CMM autólogas 
administradas por vía i.v (Karussis et al 2010; Rice et al 2010; Connick et al 2011; Mohajeri et al 
2011; Connick et al 2012) y vía i.t (Mohyeddin et al 2007; Karussis et al 2010; Yamout et al 2010) 
en EM. Sin embargo, cabe destacar que casi la totalidad de los ensayos clínicos con CMM para el 
tratamiento de la EM, se han realizado con CMM autólogas, mientras que en los estudios con EAE, 
se han utilizado CMM humanas procedentes de individuos sanos. 
Los estudios realizados en otras enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso, artritis 
reumatoide y esclerosis sistémica (Nie et al 2010, Papadaki et al 2002; Larghero et al 2008) han 
sugerido que las CMM, en estas situaciones patológicas, pueden presentar alteraciones celulares 
derivadas de la enfermedad y cambios bioquímicos en el microambiente de la médula ósea, en 
cuanto a su potencial de diferenciación y sus funciones de soporte de la hematopoyesis estromal 
(Papadaki et al 2001; Papadaki et al 2002). Además, las CMM también podrían estar afectadas por 
terapias inmunomoduladoras previas como son mitoxantrona, interferón, ciclofosfamida o los 
corticoides, los cuales se ha visto que inhiben la proliferación de las CMM transitoriamente (Li 
2004). Por otro lado, se han encontrado similitudes entre las CMM de pacientes de esclerosis 
lateral amiotrófica (ELA) y las CMM de controles sanos en términos de cantidades obtenidas de la 
extracción y aislamiento, proliferación, inmunofenotipo y diferenciación (Ferrero 2008). En la misma 
línea, se ha demostrado que las CMM de pacientes de esclerosis sistémica, tienen un efecto anti 
proliferativo, sobre células inmunes in vitro, similar al de las CMM de controles sanos (Bocelli-
Tyndal et al 2007). Estas investigaciones, muestran una gran variabilidad en los resultados 
obtenidos con CMM procedentes de individuos con otras enfermedades autoinmunes. 
Si las CMM de individuos con EM son funcionalmente y/o fenotípicamente anormales, es una 
cuestión de vital importancia para saber si podemos extrapolar el potencial de las CMM como una 
posible terapia en EM con CMM autólogas. Previamente, se han estudiado la capacidad de soporte 
hematopoyético, el inmunofenotipo, las propiedades inmunológicas, la diferenciación y proliferación 
de las CMM de pacientes de EM (Papadaki et al 2005; Mazzanti et al 2008; Mallan et al 2010; De 
Oliveira et al 2013, Zafranskaya et al 2013).  Sin embargo, los resultados al respecto de esta 
cuestión, son escasos y contradictorios en algunos aspectos. 
En nuestro trabajo, cuando analizamos las características fenotípicas de las CMM, observamos que 
la morfología y la expresión de marcadores de superficie típicamente estudiados en CMM (CD31, 
CD34, CD45, CD73, CD80, CD90, CD105, CD166, HLA-I y HLA-DR), son similares en las CMM de 
controles y pacientes de EM (SP y RR). Además, nuestros datos demuestran que el potencial de 





(UFC) de las CMM de pacientes, no se encuentran modificadas con respecto a las CMM de 
controles. Asimismo, De Oliveira et al 2013, observa capacidades de diferenciación adipogénica y 
osteogénica en CMM de pacientes de EM (SP, PP y RR) similares a las CMM de controles sanos. 
Sin embargo, este trabajo describe, que las CMM de pacientes presentan una apariencia 
senescente más prematura con una disminución en la expresión de los marcadores de superficie, 
aspectos que no observamos en nuestro trabajo, ni se detecta en trabajos anteriores. Nuestros 
resultados, estarían en línea con trabajos previos, en los que no detectan diferencias en 
morfología, potencial de expansión, capacidad para diferenciarse a adipocitos, osteocitos y 
condrocitos y expresión de marcadores fenotípicos, entre las CMM de pacientes  (RR y SP) y 
controles sanos (Mazzanti et al 2008 y Mallan et al 2010). 
Con respecto al potencial inmunosupresor de las CMM, Mazzanti et al 2008 determinaron que la 
actividad antiproliferativa era similar entre las CMM de controles sanos y pacientes de EM cuando 
son añadidas a cultivos de linfocitos activados. También, encontraron que en condiciones 
autólogas y alogénicas las CMM de pacientes de EM (SP, PP y RR), reducen significativamente la 
proliferación de las células T CD4 + estimuladas, del mismo modo que las CMM de controles sanos 
(Zafranskaya et al 2013). Nuestros resultados concluyen que la actividad antiproliferativa de las 
CMM es independiente de su procedencia (pacientes de EM o controles sanos) pero, si 
dependiente de su concentración, ya que a medida que aumentamos la concentración de CMM en 
el cocultivo con PBMC (ratios de 1:20 a 1:250), observamos mayor potencial antiproliferativo. Los 
datos que mostramos, demuestran que las CMM de pacientes presentan la misma capacidad 
antiproliferativa reduciendo la proliferación de PBMC estimuladas con PHA durante 3 días en 
cocultivo, tanto si las PBMC proceden de donantes sanos (heterólogas), como de los propios 
pacientes de EM (autólogas). Por lo tanto, los resultados que presentamos estarían en 
concordancia con trabajos anteriores (Zafranskaya et al 2013; Mazzanti et al 2008), es más, en 
otras enfermedades autoinmunes, como la esclerosis sistémica, hay estudios que muestran que las 
CMM de pacientes y sanos fueron capaces de inhibir la proliferación de linfocitos autólogos o 
alogénicos de una manera dosis dependiente y que esta inhibición no estaba asociada con la 
actividad clínica de la enfermedad (Bocelli-Tyndall et al 2007). En nuestro trabajo no encontramos 
que el potencial inmunosupresor de las CMM esté asociado a ningún aspecto clínico de la 
enfermedad como es el grado de discapacidad (EDSS), la tasa anualizada de brotes (ARR), el 
número de brotes, lesiones, años de evolución o tratamientos previos. 
Por el contrario, en el estudio de De Oliveira et al 2013 se observa que las CMM de controles 
sanos, mostraron un mayor efecto antiproliferativo que las CMM de pacientes de EM, con una tasa 
de inhibición del 70% y el 50% respectivamente. Las posibles explicaciones a las diferencias de 
dichos resultados con respecto a estudios anteriores, podrían deberse a las condiciones 





CMM (desde pase 0 hasta pase 5), los estímulos (PHA vs PMA) usados para la proliferación de los 
linfocitos, los tiempos (desde 3 hasta 6 días), las diferentes ratios (desde 1:10 hasta 1:1000) de 
cocultivo y los diferentes análisis de proliferación (MTT, CFSE). Por otro lado, estas discrepancias 
podrían estar relacionadas con los perfiles transcripcionales de genes relacionados con la actividad 
inmunosupresora de las CMM. En esta línea, De Oliveira et al 2013 detectan que la modulación de 
la señalización de HGF (Hepatocyte Growth Factor) y la disminución de la expresión de los genes 
HGF y TGFB1 (Transforming growht factor beta 1), estarían relacionados con una menor capacidad 
antiproliferativa y disminución de la secreción de citoquinas antiinflamatorias (IL10, TGFβ) en los 
cocultivos con células de pacientes de EM. Sin embargo, también habría que tener en cuenta que 
el efecto inmunomodulador de las CMM puede depender de las propiedades intrínsecas de las 
células (terapias anteriores, salud y edad del donante, factores concomitantes, condiciones del 
cultivo celular y la expresión de moléculas y receptores implicados en la migración y quimiotaxis) 
así como el estado de actividad que presentan los linfocitos T (Krampera et al 2007; Newman et al 
2009; Payne et al 2012). Los efectos de inmunoterapia previa en la funcionalidad y las propiedades 
de las CMM de pacientes, han sido considerados en estudios previos con enfermedades 
autoinmunes. Hay estudios que sugieren que dexametasona suprime la proliferación de las CMM 
transitoriamente (Li J 2004), sin embargo, medicaciones antirreumáticas como leflunomida, 
ciclosporina A, sulfasalazina A, hidroxicloroquina y D-penicilamina no se ha encontrado que tengan 
efecto sobre las CMM de pacientes con artritis reumatoide (Kastrinaki 2008). En esta línea, 
estudios en CMM de pacientes con EM no han encontrado ningún efecto con tratamientos previos 
con azatioprina, corticoides, mitoxantrona, interferon o ciclofosfamida (Mazzanti et al 2008). Por 
otro lado, con respecto a la actividad  que presentan los linfocitos, hay autores que defienden que 
la capacidad de suprimir la proliferación inducida por mielina; correlaciona inversamente con el 
nivel de discapacidad de los pacientes, es decir, cuanto mayor es el grado de discapacidad del 
paciente (EDSS), menor es el potencial inmunosupresor de las CMM; debido posiblemente a la 
dominancia del proceso neurodegenerativo sobre la reacción autoinmune en estos pacientes 
(Zafranskaya et al 2013). Por otro lado, en algunas circustancias, se ha observado una falta de 
correlación entre la habilidad de las CMM de MO para reducir la respuesta inmune in vitro y la 
habilidad para inducir mejoras clínicas in vivo. Este hecho, ya ha sido mencionado en estudios con 
otras enfermedades como injerto contra huésped (Sudres et al 2006), artritis inducida por colágeno 
(Schurgers et al 2010) y neuritis autoinmune experimental (Sajic et al 2012). Además, en la EAE, 
se ha observado que existen diferencias en la eficacia del tratamiento con CMM asociadas a la 
expresión de moléculas implicadas en la migración de las CMM (Payne et al 2012); lo que pone de 
manifiesto que otras propiedades de las CMM, como la eficacia para instalarse en los sitios de 
inflamación, debe ser crítico en la eficacia del trasplante de las mismas. Todo lo expuesto 





inmunomoduladoras de las CMM in vitro, para asegurar la eficacia del tratamiento autólogo como 
terapia para la EM (Singer et al 2011; Tyndall et al 2009). 
Por otro lado, las CMM tienen la habilidad de suprimir la proliferación de las células activadas 
específicamente por mielina en EM, sin embargo, los mecanismos de inmunosupresión mediados 
por CMM varían entre especies diferentes, particularmente entre humanos y roedores (Lanz et al 
2010). Por lo tanto, evaluamos la capacidad inmunosupresora de las CMM de controles y pacientes 
sobre las células encefalitógenas de ratón EAE, ya que uno de los objetivos más importantes de 
nuestro trabajo será realizar el tratamiento de la EAE con CMM humanas, de controles y pacientes. 
En nuestros resultados, mostramos una inhibición de la proliferación de células encefalitógenas 
similar por parte de las CMM de controles y pacientes de EM.  
Además de las propiedades como progenitoras, las CMM presentan propiedades 
inmunorreguladoras ampliamente descritas en la literatura (Caplan et al 2007; Uccelli et al 2008), 
como la capacidad para inhibir la función de las células B, T y presentadoras de antígenos (APC), 
su implicación en la modulación de la función de las Treg y su capacidad de protección frente a las 
células T citotóxicas. Para estudiar estas propiedades en CMM procedentes de pacientes de EM, 
analizamos la producción de citoquinas (IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-γ) en los sobrenadantes de 
cocultivos de PBMC en presencia de CMM de controles y pacientes mediante la técnica ELISA. 
Nuestros resultados muestran una disminución de la proliferación de PBMC en presencia de CMM 
de controles y pacientes de EM, que se correlaciona con una disminución de la producción de IFN-
γ por parte de las PBMC, resultado que apoya los datos publicados por Zafranskaya et al 2013. En 
cuanto a IL-10, observamos un pequeño aumento, que no es tan notable como lo descrito en la 
literatura con CMM de controles sanos (Caplan et al 2007), posiblemente porque en nuestro 
estudio evaluamos la producción de citoquinas por PBMC y no sólo por linfocitos T, lo que sugiere 
que otros tipos celulares, como células B y macrófagos, estén implicados en la regulación de esta 
citoquina. Además, el aumento de IL-10 que observamos, se correlacionaría con la disminución de 
la producción de IL-4, ya que IL-10 actúa en la restauración de la producción de IL-4 por parte de 
linfocitos CD4 y CD8. Por otro lado, nuestros resultados parecen mostrar que la producción de IL-6 
que observamos en el cocultivo de PBMC y CMM, se puede deber a la disminución de la 
producción de esta citoquina por parte de los macrófagos proinflamatorios y el aumento de su 
producción por parte de las CMM y las células Th2.  
Nuestra conclusión, como puede observarse en el esquema 5, es que en un ambiente 
proinflamatorio producido por la estimulación de las PBMC, en el que existe un aumento de la 
presencia de citoquinas pro inflamatorias, como IFN-γ, las CMM se activan a través de receptores 
TLR3 (Lai et al 1996), adquiriendo un perfil anti inflamatorio. De esta forma, las CMM producen IDO 





anti inflamatorios productores de IL-10 (M2); bloquea la diferenciación y maduración de las células 
dendríticas (Uccelli et al 2008), que inhibe de forma indirecta a los linfocitos y provoca un aumento 
de la producción de IL-10 y una disminución de IFN-γ (Gur-Wahnon et al 2007) que modula las 
rutas de diferenciación de las Treg y Th17; y favorecen la producción de Treg, aumentando la  
Esquema 5: Papel inmunorregulador de las CMM en un ambiente proinflamatorio producido por la 
estimulación de PBMC. 
producción de IL-4 por parte de las células T CD4 y CD8 (Caplan et al 2007). 
Por todo lo expuesto anteriormente destacamos que las CMM de pacientes de EM y controles 
presentan las mismas capacidades inmunomoduladoras, lo que estaría en la línea de lo expuesto 
en un trabajo previo, donde observan que las CMM de pacientes de EM expresan los mismos 
receptores TLR y por lo tanto presentan las misma capacidad inmunosupresora e inhibitoria sobre 
la diferenciación y activación de las células dendríticas (Mazzanti et al 2008). 
Los tratamientos inmunomoduladores en EM, intervienen en el proceso inflamatorio y pueden 
reducir en un porcentaje moderado la ratio de brotes y la progresión de la discapacidad; sin 
embargo, presentan una eficacia baja o nula en las fases progresivas de la enfermedad, cuando la 





observar alta toxicidad y efectos neurológicos adversos, tras el tratamiento (Novak et al 2008; 
Vosoughi et al 2010; Racke et al 2011). Po ello, toman importancia las terapias celulares con CMM 
ya que promueven la reparación neuronal, la neuroprotección y modulan la respuesta inmune tanto 
in vivo como in vitro (Mahmood A et al 2004). 
El trasplante autólogo de CMM de médula ósea, es el método más extendido dentro del tratamiento 
con CMM en EM (Freedman et al 2010). En este aspecto, las CMM de médula ósea procedentes 
del propio paciente son expandidas in vitro, hasta conseguir un número adecuado de células, para 
ser trasplantadas en el propio paciente. Además, ensayos clínicos donde CMM autólogas han sido 
administradas por vía i.t (Mohyeddin Bonab et al 2007, Karussis et al 2010; Yamout et al 2010) e i.v 
(Karussis et al 2010; Rice et al 2010, Connick et al 2011; Mohajeri et al 2011, Connick et al 2012) 
en pacientes de EM, han demostrado la seguridad de estos procedimientos en cuestiones de onco 
e inmunogenicidad. El potencial beneficioso de las CMM en el tratamiento de la EM ha sido 
demostrado, en estudios preliminares en EAE, en los que se observó, que la administración 
sistémica de CMM de médula ósea, puede modular las respuestas inmunes induciendo tolerancia 
periférica y disminuyendo la enfermedad tras la administración de CMM por vías i.v (Gerdoni et al 
2007; Zappia et al 2005; Bai et al 2009; Kassis et al 2008; Gordon et al 2010; Payne et al 2012), i.p 
(Gordon et al 2008; Rafei et al 2009; Rafei et al 2009) e intracerebroventricular (icv) (Yael Barhum 
et al 2009). En la totalidad de los estudios experimentales con EAE, se han utilizado CMM 
singénicas, alogénicas y xenogénicas, todas ellas procedentes de donantes sanos. Además, en la 
literatura existe aún controversia, en cuanto si las CMM de pacientes de EM, presentan las mismas 
características fenotípicas y funcionales, que las CMM procedentes de individuos sanos, in vitro 
(Papadaki et al 2005; Mazzanti et al 2008; Mallan et al 2010; De Oliveira et al 2013, Zafranskaya et 
al 2013); y sobre todo, existe un gran desconocimiento, ya que no existen estudios, respecto a la 
eficacia terapéutica de las CMM de pacientes de EM in vivo, en el modelo murino de EAE.  
Por primera vez, nuestros resultados demuestran que las CMM de pacientes de EM, presentan el 
mismo potencial terapéutico que las células procedentes de donantes sanos en el modelo murino 
EAE. La administración de CMM de pacientes de EM disminuyen los signos clínicos, y aspectos 
como la inflamación, desmielinización y daño axonal de la EAE, con la misma eficacia que las CMM 
procedentes de controles. En la misma dirección, un estudio previo (Kassis et al 2013), demuestra 
que las CMM procedentes de la médula ósea de ratones EAE, reducen las manifestaciones 
clinicopatológicas de la EAE e inducen un efecto protector en los axones, con un patrón similar al 
de las CMM procedentes de ratones sanos. Estos resultados constatan que el proceso inflamatorio 
de la EM no ejerce ningún efecto en las propiedades biológicas y funcionales de las CMM. 
Además, se trata de un soporte importante para el uso del trasplante autólogo de CMM de médula 





Por otro lado, nuestros resultados muestran que el efecto terapéutico de las células está muy 
relacionado con el momento de administración a lo largo del desarrollo de la EAE, y por lo tanto 
con los diferentes estadios inflamatorios de la enfermedad. El tratamiento con CMM en la EAE, es 
más efectivo cuando son administradas en días tempranos (0, 2 y 7 DPI) del desarrollo de la 
enfermedad, lo que concuerda con publicaciones anteriores (Zappia et al 2005; Kurte et al 2015); 
que muestran que el trasplante de CMM como tratamiento en la EAE sólo es efectivo cuando son 
administradas antes del inicio de los signos clínicos o antes de alcanzar el máximo grado de la 
enfermedad, pero no cuando la enfermedad alcanza la fase crónica. Cuando las células son 
administradas en el momento de mayor grado de discapacidad o en la fase de estabilización de la 
EAE, no observamos una disminución de los signos clínicos y en ocasiones observamos animales 
con signos clínicos atípicos como fallos motores y desequilibrios al andar, de acuerdo con lo 
descrito previamente (Domingues et al 2010; Kurte et al 2015). Estas diferencias pueden deberse a 
que la potencia inmunosupresora de las CMM está condicionada por el microambiente inflamatorio 
que existe cuando son administradas (Kamprera et al 2011). La falta de eficacia de las CMM 
cuando son administraciones tras el inicio de los signos clínicos y la aparición de signos clínicos 
atípicos podrían tener su explicación en que quizá las CMM son menos eficaces cuando la 
inflamación cerebral es máxima, perdiendo su potencia inmunosupresora, como parecería 
razonable;  o quizá debido a una pérdida de tolerancia inmunológica de las CMM, la cual se ha 
observado que es dependiente de altos niveles de citoquinas proinflamatorias producidas por las 
células Th17 y Th1 (Kamprera et al 2011; Luz-Crawford et al 2013), que en fases posteriores del 
desarrollo de la EAE se encuentran en niveles inferiores con respecto al inicio de los signos 
clínicos; al contrario que ocurre con las citoquinas producidas por células Treg (IL-27) que se 
detectan elevadas (Hunter et al 2012; Kurte et al 2015); pudiendo hacer que las CMM inoculadas 
en estas fases pierdan el inmunoprivilegio que las caracteriza. 
También observamos que la vía de administración de las células es un factor determinante en el 
tratamiento. Nuestros experimentos muestran como vía de administración ideal, la vía i.v, con la 
que observamos un mayor efecto terapéutico y mayor reproducibilidad en los resultados. Por el 
contrario, otros trabajos que comparan las vías de administración i.v e i.p; no observan diferencias 
entre ambas (Yousefi et al 2013), u obtienen mejores resultados con la vía i.p (Payne et al 2012); si 
bien cabe reseñar que se tratan de CMM de diferente procedencia y con diferentes protocolos de 
tratamiento (distinto número de células, diferentes dosis y días de tratamiento). Además, hay que 
destacar que también es importante el número de células administradas, ya que hay que encontrar 
el equilibrio entre intolerancia y eficacia terapéutica. Durante nuestros tratamientos, los ratones no 
admitieron una concentración superior a los 2 millones de células en una sola dosis, y en el caso 
de varias administraciones, no se puede superar el 1.5 millones de células por infusión, pudiendo 





principalmente a que cuando inoculamos las CMM por vía i.v, la mayoría de las células se retienen 
en el pulmón (Jizong Gao et al 2001), ya que el diámetro de las células es mayor que el de los 
capilares pulmonares. De hecho, los problemas respiratorios, son una de las mayores 
complicaciones que aparecen después del trasplante de CMM en la práctica clínica (Crawford y 
Petersen 1992; Bojko et al 1999). Podemos concluir que, para mejorar la eficacia terapéutica de las 
CMM en la EAE, es importante evaluar aspectos como la dosis de células inoculadas, el tiempo, la 
frecuencia y la vía de administración. 
Como ya se ha mencionado anteriormente, un extenso cuerpo de literatura aborda la vía del 
sistema cannabinoide como un nuevo camino en el tratamiento de la EM. Por ello analizamos la 
expresión de los receptores CB1 y CB2 en la médula ósea de los ratones por microscopía confocal. 
Nuestros resultados muestran un aumento de la expresión de CB2 y una disminución de CB1 en la 
médula de ratones EAE; mientras que los ratones tratados con CMM presentan niveles similares a 
los de los ratones sanos. Este comportamiento de CB1 y CB2, está de acuerdo con los datos 
mostrados por otros autores (Lou et al 2012; 2011a; 2011b), siendo el resultado del aumento de 
infiltración celular (más CB2) y la pérdida de microglía (menos CB1) en la médula de los ratones 
EAE. Estos resultados, ponen de manifiesto la importancia y presencia del sistema cannabinoide 
en los procesos de inflamación y desmielinización de la EAE y la EM. 
Los receptores de cannabinoides se expresan y funcionan desde etapas muy tempranas del 
desarrollo donde regulan varias cascadas de quinasas relacionadas con la supervivencia y 
proliferación celular con principales consecuencias en el potencial de decisión de las células 
progenitoras (las rutas PI3K/PKB y ERK) (Galve-Roperh-2013). Estudios recientes, han puesto de 
manifiesto que las células del estroma de la médula ósea, sintetizan y liberan eCBs “a demanda”, y 
expresan sus receptores específicos CB1 y CB2, como mediadores de la migración, proliferación y 
diferenciación de las células madre hematopoyéticas, adipocitos, osteoblastos/osteoclastos y 
células epiteliales (Jiang et al 2011a; 2011b). 
En cuanto a las CMM humanas de MO, existe un conocimiento muy escaso de la presencia y 
regulación del SEC y su posible papel en la actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora de las 
mismas. Los limitados estudios que existen se han llevado a cabo utilizando CMM de donantes 
sanos, por lo que hasta la fecha no se ha recogido si, como en otros tipos celulares, existen 
diferencias en la expresión del SEC en las células de pacientes de EM. En este sentido, Jean-
Gilles et al 2015, observan que en PBMC, los receptores CB1 y CB2 aumentan su expresión tras el 
estímulo con citoquinas proinflamatorias y se detecta una mayor expresión de CB1 y CB2 en PBMC 
de pacientes de EM con respecto a controles sanos, lo que significa que existe un aumento de los 
receptores en condiciones inflamatorias. También, un trabajo reciente de nuestro laboratorio, ha 





expresión superiores a los encontrados en PBMC de controles; y además su expresión es regulada 
por el tratamiento con IFN-β, disminuyendo la expresión de CB1 y CB2 en pacientes tratados a los 6 
y 12 meses (Sánchez López et al 2014), lo que pone de manifiesto su papel como diana 
terapéutica o marcador de eficacia de tratamiento. 
En estudios anteriores con CMM humanas, Rossi et al 2013 analizan la expresión de los receptores 
CB1 y CB2 en CMM de MO; y observan que la expresión de CB2 aumenta con los pases mientras 
que CB1 es inversamente proporcional. Por otro lado, en el trabajo de Schmuhl et al 2013, los 
resultados muestran la expresión de los receptores CB1, CB2, TRPV1 y GPR55 en fracciones de 
membrana de las CMM de tejido adiposo. Por su parte, Yong-Xin et al 2014, sólo detectan ARNm y 
proteína del receptor CB2 en CMM; y Seyeon et al 2015 tan sólo observan la expresión de ARNm 
de los receptores CB1 y TRPV1 en las CMM. Todos estos trabajos anteriores, demuestran la 
implicación de los receptores de cannabinoides como mediadores de la supervivencia, la 
osteogénesis, la adipogénesis, las propiedades inmunomoduladoras y la capacidad migratoria de 
las CMM, pero quizá debido a diferentes aspectos como el origen de las células (adiposo, umbilical 
o médula ósea) y las metodologías utilizadas, muestran resultados diferentes.  
En este trabajo por primera vez, comparamos elementos fundamentales del sistema 
endocannabinoide en CMM procedentes de pacientes de EM y controles. Cuando analizamos la 
expresión de CB1, CB2 y FAAH por qPCR, observamos que los niveles de ARNm para los tres 
genes son muy bajos pero similares en las CMM de controles y pacientes de EM. Al analizar la 
expresión a nivel de proteína, observamos, que los receptores CB1 y CB2 se encuentran en 
concentraciones bajas en la superficie celular; y que dicha expresión aumenta significativamente en 
la superficie de las CMM de pacientes de EM, para ambos receptores. Sin embargo, cuando 
analizamos los niveles de proteína intracelular detectamos niveles muy altos de ambos receptores, 
sin encontrar diferencias entre CMM de controles y pacientes.  
Nuestros resultados muestran similitud, en la expresión de los receptores CB1 y CB2 a nivel de 
proteína, con trabajos previos con CMM de donantes sanos (Rossi et al 2013), sin embargo, por 
primera vez mostramos, que las CMM de pacientes de EM tienen mayores niveles de expresión de 
ambos receptores en superficie. Este hecho, se ha observado con otros tipos celulares (PBMC) 
procedentes de pacientes de EM (Jean-Gilles et al 2015; Sánchez López et al 2014). Esta 
diferencia de expresión, podría deberse a que las CMM de los pacientes de EM, se encuentran en 
un ambiente inflamatorio con una alta concentración de citoquinas proinflamatorias y 
endocannabinoides (Maresz et al 2005; Jean-Gilles et al 2009), que actúan como ligandos para 
CB1 y CB2, y provocan un aumento de expresión de los mismos “a demanda”. Sin embargo, cuando 
analizamos la localización celular de los receptores, observamos que CB1 y CB2 se encuentran de 





(controles y pacientes de EM). Estas diferencias de expresión intracelular y extracelular de los 
receptores de cannabinoides, han sido descritas en estudios previos con CB2 en PBMC de 
donantes sanos (Castaneda et al 2014) y CB1 en neuronas (Rozenfeld et al 2011). La prevalencia 
intracelular de ambos receptores en las CMM, podría deberse a que durante el cultivo y la 
expansión celular, existe la ausencia de ligandos y un ambiente condicionante, que propician la 
expresión de estos receptores, lo cual produce la internalización de los mismos, que se 
encontrarían secuestrados en el citoplasma, para los procesos de reciclado y/o degradación 
mediados por las proteínas Rab (Van der Sluijs et al 1992; Leterrier et al 2004; Grimsey et al 2011) 
como puede observase en el esquema 6. Este hecho, además explicaría la baja expresión génica 
detectada por qPCR para ambos receptores; y la falta de diferencias en los niveles de ambas 













Esquema 6: Proceso de activación, internalización, reciclado y degradación de los receptores de 
cannabinoides. 
Debido al papel neuroprotector e inmunomodulador de los cannabinoides, estos compuestos se 
han tomado en cuenta como buenos candidatos en las estrategias terapéuticas de la EM. Uno de 
los usos clínicos de los cannabinoides está en el tratamiento sintomático de la EM, proporcionando 
efectos beneficiosos en espasticidad y dolor (Wade et al 2006; Smith 2007). La investigación con 
cannabinoides en el tratamiento de EM va en aumento, no sólo por su papel en los síntomas de la 





enfermedad, sino porque además existen datos que apoyan su potencial terapéutico para ralentizar 
la progresión de la enfermedad y su importancia en la reparación del sistema nervioso central.  
Tras caracterizar los receptores CB1 y CB2 en las CMM de controles y pacientes, estudiamos el 
posible papel de los cannabinoides sobre sus características fenotípicas y funcionales. En trabajos 
anteriores, encuentran que tras el tratamiento con CBD y agonistas del receptor de CB2 (JWH-133, 
UR-144), se potencia la capacidad migratoria de las CMM de una manera dosis dependiente 
(Schmuhl et al 2013), las CMM se vuelven más resistentes a señales apoptóticas, más activas 
metabólicamente y más receptivas a estímulos externos (Rossi et al 2013) y se activa la 
diferenciación hacia osteocitos (Yong –Xin et al 2014). Por otro lado, se observa un aumento del 
receptor y una inhibición de la adipogénesis en CMM, tras el tratamiento con los cannabinoides 
endógenos AEA y NADA, respectivamente (Seyeon et al 2015). 
Los datos de nuestro trabajo muestran que el tratamiento con WIN, CBD y AEA no produce ningún 
efecto sobre el inmunofenotipo, la capacidad formadora de colonias (UFC), los procesos de 
adipogénesis, osteogénesis y condrogénesis, la actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora y la 
producción del factor neurotrófico NGF, de las CMM de controles y pacientes de EM. La falta de 
efecto de estos cannabinoides sobre las CMM, podría deberse a que ambos receptores se 
encuentran principalmente en el citoplasma, como consecuencia de las condiciones de cultivo; lo 
que puede contribuir de forma fundamental a que los ligandos no generen una respuesta efectiva. 
Asimismo, a esta incapacidad de respuesta de los receptores intracelulares se puede sumar, que 
los receptores que se encuentran en la superficie no sean suficientes para producir una respuesta y 
que tras su activación se internalizan; y debido a la exposición continua al ligando lo hacen de 
forma permanente como mecanismo adaptativo (desensibilización) (García Sáinz 2011). Por otro 
lado, se ha mostrado que dependiendo de la localización celular de los receptores se activan 
diferentes rutas de señalización (Brailoiu et al 2011; Rozenfeld et al 2011; Howlett et al 2005); por 
lo que puede que las rutas activadas no estén implicadas ni regulen, los aspectos analizados en 
nuestro estudio. 
Este trabajo en su conjunto aporta datos que apoyan el uso de CMM autólogas en el tratamiento de 
la EM, y aporta información hasta ahora desconocida sobre el SEC y el efecto del tratamiento con 














 Las CMM de pacientes de EM presentan características fenotípicas y funcionales, in vitro, 
similares a las de sujetos control.  
 La inoculación de 2x106 CMM distribuidas en 3 infusiones por vía i.v en días anteriores al 
inicio de los signos clínicos, disminuye la escala de discapacidad en ratones EAE. 
 Las CMM de pacientes de EM disminuyen la EAE, reduciendo los signos clínicos y los 
aspectos histológicos más relevantes, del mismo modo que las CMM de controles.  
 Detectamos la presencia de los receptores CB1 y CB2 en las CMM de controles y pacientes 
de EM. 
 Los receptores CB1 y CB2 se encuentran predominantemente en el interior de las CMM sin 
detectar diferencias de expresión entre las CMM de controles y pacientes de EM. 
 La expresión de CB1 y CB2 en la superficie de las CMM es mayor en pacientes de EM que 
en las CMM de controles sanos. 
 El tratamiento de las CMM con diferentes cannabinoides endógenos (AEA) y exógenos 
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